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RESUMEN

1.0 RESUMEN

En el presente trabajo se sintetizaron 12 compuestos:N- fenil-N'- metoxicarboniltioureido (1); N-(3-
clorofenil)-N'-metoxicarboniltioureido (2); N-(4-clorofenil)-N-'metoxicarboniltioureido (3); N-(3,4-
diclorofenil)-N'-metoxicarboniltioureido (4), N-fenil-N'-etoxicarboniltioureido (5); N-(3 -clorofenil)-
N'-etoxicarboniltioureido (6); N~(4-clorofenil)}-N'-etoxicarboniltioureido (7);, N-(3,4-diclorofenit)-N'-
etoxicarboniltioureido (8); N-feniltiourea (9); N-(3-clorofenil)tiourea (10); N-(4-clorofenil)tiourea
(11); y N~(3,4- diclorofenil)tiourea (12),los cuales fueron identificados a través de los espectros de
IR, 'HRMN, “C RMN y espectroscopia de masas, asi también se les determinaron sus constantes

fisicas como Rj punto de fusién y A méaxima de absorcion en etanol.

Los compuestos fueron probados contra Artemia salina Leach para observar su toxicidad; esto se
hizo en dos medios solucién salina (SS) y medio de buffer de fosfatos (PBS) con el objetivo de
verificar si existe una diferencia en la toxicidad mostrada de los organismos en frente a los

compuestos en estudio ocasionada por el medio.

En este ensayo se monitored tanto et pH inicial de la solucién, como el pH final y la concentracion
real en el medio, los datos fueron procesados por el programa Graffits, con lo cual se obtuvo la CLy,

de los compuestos.
Se concluye que existe un efecto protector del medio de solucion salina frente la toxicidad en todos
los compuestos probados, por ejemplo para el caso del compuesto (2), se obtuvo una CL,, de 23.06

pmol/mL en el medio de PBS y una CL,, de 304.8 umol/mL en el medio de SS.

De los compuestos sintetizados, el compuesto (4) es el que presenta mayor toxicidad, presentando
una CL, de 1.95 umol/mL en el medio de PBS y de 7.7 pmol/mL en el medio de SS.

M
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RIZNUMEN

ABSTRACT.

In the present work were synthesized 12 compounds: N-phenyl-N'-methoxycarbonylthyoureide (1),
N-(3-chlorophenyl)-N'-methoxycarbonylthyoureide 2), N-(4-chlorophenyt)-N'-
methoxycarbonylthyoureide (3); N<(3,4-dichlorophenyl)-N'-methoxycarbonylthyoureide (4);N-phenyl-
N'-ethoxycarbonylthyoureide (5), N-(3-chlorophenyl)-N'-ethoxycarbonylthyoureide (6), N-(4-
chiorophenyl)-N'-ethoxycarbonylthyoureide (7); N~(3,4-dichlorophenyl)-N'-ethoxycarbonylthyoureide
(8), N-phenylthyourea (9); N-(3-chlorophenyt)thyourea (10); N-(4-chlorophenyl)thyourea (11) and
N-(3,4-dichlorophenyl)thyourea (12), which were identified through their spectra of IR, '"H NMR,
13C NMR and mass spectra, also their physical constants were determined as R, melting point and

maximum A of absorption.

The compounds were evaluated against Artemia salina Leach in order to observe their toxicity. This
evaluation was performed in saline solution (SS) and in phosphate buffered saline (PBS) with the
objective of verifying if there existed a difference in the toxicity shown by Artemia against the studied

compounds due to the medium.

In all tests, the initial and final pH, as well as the real concentration in the media were monitored. The
data were processed by the Graffits program, in that way was obtained the LC, of the compounds.

It is conchuded that it exists a protective effect of SS against the toxicity in all the proven compounds.
For example, in the compound (2) was obtained a LC,, of 23.06 mmol/mL in PBS and a LC,, of

304.8 mmol/mL in §S.

Of the synthesized compounds, the compound (4) presents greater toxicity, presenting a LCy, of 1.95
mmol/mL in PBS, and CL,, of 7.7 mmol/mL in SS.

W
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INTRODUCCION

2.0 INTRODUCCION.

En la actualidad ha habido un gran resurgimiento de enfermedades en las que se ha dado la resistencia
de muchas cepas de microorganismos, y el surgimiento de otras enfermedades como el SIDA, como
respuesta a estos hechos se han desarrollado una gran cantidad de compuestos que se pretende tengan
actividad farmacologica contra éste tipo de enfermedades, aunque es bien sabido que de 10,000

compuestos solo uno llegara a la etapa de comercializacion. (%)

En nuestro pais, el problema se agrava ya que muchas personas pueden morir 0 quedar incapacitadas
a causa de un sin niimero de enfermedades entre las cuales podemos citar la Giardiasis (enfermedad
parasitaria), leptococosis, criptococosis, etc. las cuales son enfermedades no tan comunes en otros
paises y por lo cual no se le ha dado una importancia debida en el campo de la investigacion y

desarrolio de nuevos farmacos en ellos.

En el desarrollo de farmacos, la validacion de nuevos compuestos estd dado por una serie de
examenes. Esto consiste en una investigacion intensa que lleva a cabo tiempo y costo para proveer
moléculas con la eficacia y seguridad de un nuevo medicamento. Un paso muy importante en este
procedimiento, es la determinacion de la toxicidad, en la cual se tiene que indicar la dosis ( o
concentracion) letal 50, que es la concentracion de un compuesto determinado a la cual muere el 50%
de los individuos a los cuales se les administrd. A raiz de esto surge otro problema, y es que al hacer
éste tipo de pruebas una gran cantidad de animales muere, dado a que es una prueba cuantal en la que
se esta midiendo vida o muerte de animales Para sotucionar este problema se pueden hacer pruebas
in vitro, las cuales tienen muchas ventajas entre las cuales podemos citar:

-Muere una menor cantidad de animales.

-Baja costos.

-Elimina espacio y la necesidad de contar con bioterios, especialistas y equipo adecuado para el
manejo de animales.

-El tiempo de realizacion de la prueba es menor.

M
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INTRODUCCION

Entre las pruebas in vitro se tiene la prueba con Arfemia salina Leach, la cual es normalmente
desarrollada por incubacion en un medio salino artificial durante un periodo de 24 horas, y puede
también ser desarrofiada en un medio de buffer satino de fosfatos a pH 7.2.De ia referencia (),
podemos observar que existe un cambio en la magnitud de la toxicidad de algunos compuestos
dependiendo del medio en el que se le evalla, por lo que en este trabajo de tesis, se realizo la
evaluacion de los compuestos sintetizados tanto en el medio de solucion salina (SS), como en el
medio de solucion salina con buffer de fosfatos (PBS), para observar st existe un cambio en la

magnitud de la respuesta mostrada por la Artemia salina en cada uno de los medios.

e e e e —
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ANTECEDEN LS

HOURERZOS Y TIOCAKBAMIDAS

3.0 ANTECEDENTES.

Durante vanos afios el interés de diversos grupos de investigacion dedicados a la busqueda de
compuestos biologicamente activos contra diversos parasitos (helmintos, protozoarios y hongos) los
ha llevado a encontrar sustancias tanto de origen natural como sintéticas con buenas perspectivas para
ser utilizadas tanto en medicina humana como veterinaria.En la actualidad practicamente se disponen
de principios activos contra todos los parasitos conocidos. Sin embargo, la bisqueda continua en
virtud de que algunos de estos compuestos presentan, adicionalmente a su accion antiparasitaria,
toxicidad para el huésped o poca eficiencia en su comportamiento farmacocinético; sin contar con

el hecho de que muchos parasitos estan presentando resistencia a dichos compuestos.

Nuestro grupo de investigacion durante varios afios ha estado explorando la posibilidad de encontrar
antiparasitarios del tipo bencimidazoles. Aunque algunos de estos compuestos han mostrado ser
interesantes, su escaza solubilidad acuosa (< 0.05 mg/mL) en general, favorece su accion a nivel
intestinal pero limita su eficiencia contra parasitos ubicados en otros 6rganos y tejidos. Por ello, ha

surgido la necesidad de iniciar la bisqueda de otras estructuras prototipos con los mismos fines.

Como resuitado de estudios conformacionales de carbamatos hechos en computadora, se ha

mostrado que presentan arreglo de similitud estructural con los bencimidazoles.

R o R N
O OLYom
N |

H H
Carbamato Bencimidazol
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ANITECEDENTLS

THHIREHYOS Y THOCARBARMIDAS

Los resultados de pruebas de evaluacion biologica de estos carbamatos mostraron una modesta
actividad contra Giardia lambia, este protozoario nos ha motivado a iniciar el estudic de los
tioureidos N,N - disustituidos cuya conformacion pudiese ser similar a un bencimidazol-2-carbamato,

ejemplo de compuesto preferencialmente antiparasitania de amplio espectro.

R S O R N O
% s
'}-NH- -OCH; »—NH-C-OCH;
N
| |
H

H
Tioureido N,N'-disustituilo Bencimidazol-2-carbamato de metilo.

En epoca reciente hemos estudiado el uso de tioureidos N,N'- disustituidos con la intencion de

utilizarlos como bioprecursores, los cuales después de una reduccion y ciclacion intramolecular dan

origen al bencimidazol-2-carbamato de metilo.

R1 NOZ R| N 0
. \©: >_Nw(u.'OCH3
NH-C-NH-C-OCHj N
$ 0

Tioureido N.N'-disustituido Bencimidazol-2-carbamato de metilo.
(bioprecursor) (antiparasitario)

Cuando estos tioureidos fireron evaluados como agentes antiparasitarios contra Triquinella spiralis,
mostraron actividad semejante al Albendazol ( un bencimidazol-2-carbamato de metilo, antiparasitario

de amplio espectro).

TESIS, GABRIELA MARTINEZ ZAPIEN, 7



ANTECEDENTLS

TIOUREIOS ¥ TIOCARBAMIDAN

Aunque se asumi6 que la bioconversion antes mencionada, no se descarta la posibilidad que el

tioureido perse tenga actividad antiparasitaria.

Por esta razon, nuestro grupo de investigacion decidio iniciar la investigacion de actividad biologica
de tioureidos NN disustituidos que no tengan la posibilidad de biotransformarse en bencimidazoles-2-
carbamato de metilo, iniciando con su evaluacién de toxicidad y en el futuro, su evaluacion

antiparasitaria.

En el presente apartado, continuaremos con una revision de aspectos quimicos y metabolicos de
tiocarbamidas, tioureidos y finalizaremos con los aspectos relacionados con la evaluacion de la

actividad toxica in vitro utiizando Artemia salina. Leach.

3.1 TIOCARBAMIDAS (1)
La tiourea es la mas simple de las tiocarbamidas.La estructura de tiocarbamida esta presente en una

variedad de compuestos aliciclicos y heterociclicos.

La Ergotioneina, es la tnica tiocarbamida de origen natural conocida en la actualidad. Esta esta
presente en el ergot en cantidades apreciables, en células de la sangre en mamiferos y en el fluido

seminal de algunas especies.Figura 1.

CHz'(I:H'N(C H3)3 +
COz'

N N

TIOUREA ERGOTIONEINA

O=w

Figura 1_Estructura de los compuestos Ergtioneina y Tiourea.
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ANTHECEDEN TS

DIOUREIDOS Y TIOCARBAMIDAS

La presencia de tiocarbamidas en el cuerpo humano se da por la ingesta de alimentos dado que no
se sintetiza dentro del organismo.

Las tiocarbamidas sintéticas tienen distintos usos (ver tabla 1), entre los cuales podemos mencionar
a los intermediarios en reacciones sintéticas para agentes terapéuticos;las propiedades antibacterianas
de la tiourea han sido conocidas desde hace tiempo. La N-hidroximetil es un "enmascarador” de

compuestos de formaldehido y es usado como agente para lavado después de cirugia abdominal.

TABLA 1. TIOCARBAMIDAS Y ALGUNOS DE SUS USOS

COMPUESTO Uso

Tiourea sintesis de otras tiocarbamidas.
1-Naftiltiourea rodenticida

N-metil-Nhidroxi bactericida topico.
metiltiourea.

1-metil-2-tioimidazol

(metimazol) agentes antitiroideos.

2-Tiouracilos

6-n-propil-2-tiouracil Tratamiento de hipertiroidismo (agente antitiroideo)
5-iodo-2-tiouracil Diagnosis de melanoma.

2-tiobarbituratos.

Todas las tiocarbamidas pueden emplear ¢! metabolismo de hormonas, afectando el metabolismo
tiroidal del iodo aumentandolo o diminuyendolo. De esta observacion se da el desarrollo de

tiocarbamidas normalmente usadas en el tratamiento del hipertiroidismo.

Aparte de su actividad antitiroidea, el 2-tiouracilo exogeno y sus derivados son incorporados en el
pigmento melanina durante su biosintesis. Por consecuencia ['*°I] 5-iodo-2-tiouracilo esta siendo

examinado como un agente potencial para el diagnostico de melanoma.

TESIS. GABRIELA MARTINEZ ZAPIEN. 9



ANTECEDUNTES

FIOURLIDOS Y FIOCAKBAMINDAS

PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS.

Las tiocarbamidas son compuestos de clase heterogénea, que difieren en su hidrofobicidad,

lipofilicidad, ionizacion y reactividad.

ACIDEZ Y BASICIDAD.
En solucion acuosa existen predominantemente las tiocarbamidas tautoméricas en la forma de tiona

en equilibrio con un pequefio grado de tioenol.Figura 2.

[\ [\

_N_ N N__N

U " H
S

SH

Figura 2.Formas tautoméricas tiona-tioenol

La preferencia por el tautomero de tiona, el cual es aun mas grande para anillos heterociclicos de
tiocarbamidas de 5 miembros que para tiocarbamidas de 6 miembros,se atribuye en parte a la
estabilizacion de los electrones 7t en la forma tiona. Todas las tiocarbamidas son anfotéricas y en

acidos fuertes son S-protonados.

La sustitucion de cualquiera de los atomos de nitrégeno o de carbono adyacentes a la estructura de
tiocarbamida puede afectar el valor del pKa dependiendo del tamafio del sustituyente y sus

propiedades de donador o aceptor de electrones. Figura 3.

TESIS. GABRIELA MARTINEZ ZAPIEN. 10



ANTECEDUNFES

THOUREIDOS Y TIOCARBAMIEIAS

Figura 3.EFECTO DE LA S-SUSTITUCION EN LA BASICIDAD DE LA 4,5 DIMETIL-2-TIOIMIDAZOL.

OCHjs. _O-CHj
NYN\
H
SR
Bascidad pka R=H R = CHj
1.2 6.85

OXIDACION.

Las tiocarbamidas son oxidadas por una gran variedad de reactivos.La naturaleza del producto de la
oxidacion de la tiocarbamida depende de que cualquier atomo de azufre este en la forma de tiona o

si existe como tioenol.

FORMACION DE DISULFURO.

La oxidacion de tiocarbamidas a disulfuro en presencia de iones metalicos puede estar dado por un
mecanismo de radicales libres.

Los disulfuros pueden dar la desulfuracion de la tiocarbamida. Aparte de la oxidacion del disulfuro
en presencia de tones metalicos, soluciones de iodo o perdxido de hidrogeno dilutdo también esta listo
para oxidar las tiocarbammdas en disulfuros. La naturaleza de la reaccion y las especies generadas en

la formacion del disulfuro dependen primariamente del agente oxidante. Tabla 2.

TESIS. GABRIELA MARTINEZ ZAPIEN. 11



ANTECEDENTES

THOUREIDOSR Y TTIOCARBAMIDAS

TABLA 2.ALGUNOS DisulfuroS TIPICOS DE TIOCARBAMIDAS.

Compuesto Agente oxidante
Tiourea H,0,
H,0,-H*
Etilenotiourea HCI-NaOH
H,0,/CH,OH
4(5)carbetoxi-4(5)metil-2-tioimidazol L.-
Ergotioneina H,0,-H"
1-Metil-2-tioimidazol |
2-Tiouracilo [,~-NaOH
6-n-Propil-2-tiouracilo I,"-NaOH

La formacion de ioduro de sulfenilo es como en el paso inicial en la oxidacion de un tiol. Después,
dependiendo de la estructura del tiol y de la concentracion de los reactivos,da cualquier oxidacion

con otra molécula de tiol o reacciona con agua para formar ac. sulfénico.Figura 4.

RSH #+12 ———™ RSl + Hi

+ RSH RSSR + HI
+ H20 RSOH + HI

Figura 4.Formacion de disulfuro y 4c. sulfénico.
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ANITECFDENTTS

FIOURTEXOS ¥ TIOCARBAMINDAS

Podria ser razonable asumir que las tiocarbamidas son oxidadas por el I, de manera similar.
Las tiocarbamidas, compiten con el I, para desulfurar las ligaduras en la peroxidasa de la tiroides.La
desulfuracion de la tiocarbamida en la presencia de haluros y el sistema de la peroxidasa puede

proceder via tiocarbamida con intermediario el loduro de sulfenilo.

El peroxido de hidrogeno es también un sustrato para la peroxidasa tiroidal. Con el peroxido de
hidrégeno como agente oxidante se propone que la estructura de la tiocarbamida, tiourea y los 2-
tioimidazoles actian como nucle6filos en los agentes oxidantes electrofilicos, y que inicialmente el
acido sulfénico que se produce (FiguraS) reacciona con otra molécula de tiocarbamida para producir

el disulfuro (Figura 6).

N H |
\ | N_
C=§ + —_— C—S—OH + OH
/
N +,7
H H
Figura 5.Formacién de dcido sulfénico por oxidacion con peréxido.
| | | |
_N\ IN_ —N\ ,N_
C—S—OH + $S—™C_ — C—s—s—C_ . + OH7
+ 7 N— + 7 \N_
= ' = .
H H H H

Figura 6 Produccion de disulfuro.

— — e ——— e —
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ANTHCEDENTES

THOUREIRON Y TIOCARBAMEI AR

Asi la formacion de un ac. suifénico inestablie se postula para ambos el iodo y la oxidacion de las

tiocarbamidas por perdxido.

R-NH-C-NHg
I
S
W
$OH OH\~
i
l RNH —C—NH,

Cy'

R-N—C—NH, .
SO,H \".k

R-N=—C—NH,
SO;H

Figura 7 Oxidacion secuencial de tioureas.

Los disulfuros son relativamente estables en el estado solido pero varian en estabilidad en solucion

acuosa. Sin embargo, tienen estabilidad relativa en solucion acida.
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ANITECEDENTTS

HOURTIDOS Y THOCARBAMIDAS

TIOCARBAMIDAS S-OXIGENADAS

La formacién de acido sulfénico ha sido implicada en la oxidacion de las tiocarbamidas a disulfuros
tanto con peroxido de hidrogeno como iodo, estos S-monodxidos en el esquema, los cuales son
reactivos, son oxidados a sus correspondientes acidos sulfinicos (S-dioxidos) y sulfonicos (S-
trioxidos).Figura 7.

Los acidos sulfénicos de las tiocarbamidas son extremadamente inestables.Figura 8.

Figura 8.5-monoxidos

Las tiocarbamidas dioxigenadas (acidos sulfinicos), varian en estabilidad, y son aislables de maneras
particulares (tabla3). Son intermediarios en la S-oxidacion secuencial de las tiocarbamidas a sus
correspondientes acidos suifonicos, y son oxidadas fuertemente, moderado por agentes reductores.
En condiciones basicas los acidos sulfinicos de la tiourea se descomponen a u‘fea, en solucion acida
eliminan al diéxido de sulfuro, dando una formamidina. El acido sulfinico de la tiourea en medio

alcalino reducido con Cd*" es convertido en urea.
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ANEFCEDENIS

TIOUREIDOS Y TIOUAKBAMINDAS

TABLA 3.Tiocarbamida S-diéxide (ac. sulfinico)

Hﬁl \c—s’oe — H'}'!\c—s’OH
HT/ Yo HT/ "o
COMPUESTO AGENTE OXIDANTE
Tiourea H,0,
1-Metil y 1-feniltiourea H,0,
Etilenotiourea H,0, (neutro)
4(5)-Metil-2-ticimidazol H,0, {neutro)
6-n-Propil-2-tiouracilo H,0, (1% NH,OH)

H,0, (1 M KOH)

El acido sulfonico derivado de las tiocarbamidas es aislable y relativamente estable Esto podria
entonces aparecer como acidos sulfinicos reactives que son convertidos mas rapidamente en

productos desulfurados que en sus correspondientes acidos sulfonicos.

E! anion superoxido (O, .)es un agente oxidante biologico el cual ha sido implicado en una variedad
de deterioros y transformaciones bioquimicas. Como referencia hay sélo unos pocos reportes de
oxidacion de las tiocarbamidas con superoxido. Crank y Makin mostraron que estos compuestos
fueron desulfurados, durante otro estudio con O, .,y las tioureas, 2-tiouracilos y 2-tiobarbital fueron

convertidas en sus analogos oxigenados.Tabla 4.
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ANTECEDENTIEES

HOUREIOS Y TIOCARBAMIDAS

TABLA 4. TIOCARBAMIDAS S-TRIOXIDOS.

H
| O - O
N l x |
:>_ﬁ=o N>C-—-|!‘|»=0
—N b 5
H

—
H
COMPUESTO CONDICIONES OXIDANTES.
Tioureas H,0,-CH,COOH
1-Metiltiourea H,0,-CH,;COOH
1-Feniltiourea H,0,-CH,COOH
Etilenotiourea H,0, en CCl, a 0°C
H,0,-CH,COOH
4(5)-Metil-2-tioimidazol H,0,
6-n-Propil-2-tiouracilo H,0, (1% NH,OH)
KMnO, (50 mM)
REDUCCION.

Las tiocarbamidas pueden también ser desulfuradas por agentes reductores. La reduccion de las
tioureas sustituidas da formamidinas. Similarmente, las 2-tiopirimidinas y los 2-ticimidazoles son
reducidos a sus correspondientes pirimidinas e imidazoles. Las 2-tiohidantoinas son también

desulfuradas reductivamente.
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ANEECEDENTIS

THIREIOS Y HOUARBARMIDAS

ALQUILACION Y ACILACION.

Las tioureas, tiohidantoinas, tioimidazoles, tiopirimidinas y derivados todos rapidamente forman
derivados de tioeter en presencia de base y halogenuros alquilicos.Cualquier sustitucion en el atomo

de sulfuro o mtréogeno depende de las condiciones de reaccion.

Similarmente, la acilacion de las tiocarbamidas puede resultar en la produccion de S- o N- acil

derivados.Figura 9.

N_ _N—C-O-CH,CHy
HsC '
a—C—O—CH,CH,
/:-\ CONDICIONES BASICAS
/N N\
HiC” Y H
5 CONDICIONES NO BASICAS
1-METIL-2-TIOIMIDAZOL =SS
H;C’
—C-O-CH,"CHy

Figura 9.Produccién de N- o S- acil derivados.
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ANTECEDENTTES

VIOUREHYOS Y TIOUAKBAMIDAS

METABOLISMO DE LAS TIOCARBAMIDAS.
REACCIONES DE OXIDACION.

Estudios tempranos con feniltiourea y otras tioureas N-sustituidas en rata y conejo indicaban que
habia correlacion entre la desulfuracion y la toxicidad. Sin embargo,la desulfuracion reductiva da

sulfuro de hidrogeno y este es el metabolito toxico.(Figura 10)

C5H5-NH-(|TNH2
[stl‘—/i
$O42- CeH5-NHC=N —™  C H5-NH-C-NH2
Y
CgHs-NH-CO2H ==~ > CgHsNH2 + CO2
CgHs-NH-CO2-CgHo0g4

Figura 10.Biotransformacién de feniltiourea.

Los acidos sulfénicos de las tiocarbamidas, algunas de las cuales se reporta que han sido sintetizadas
y aisladas, son suceptibles de catalisis a cualquier oxidacion a acidos sulfinicos mas estables los
cuales pueden ser hidrolizados a la urea correspondiente o su conversion en formamidina o urea,

dependiendo de las condiciones de reaccion.
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ANTECEDENTES

THOUREIDOR Y TIOCARBAMIDAS

No solo las tiocarbamidas se acumulan en la glandula de la tiroides, donde inhiben la tiroide
peroxidasa y consecuentemente la biosintesis de hormonas tirosina (T,) y la Triodotironina (T5),
también estan desulfuradas en la glandula para aumentar o disminuir su existencia con ayuda de el
sulfato, el cual es un metabolito intratiroidal. Los metabolitos de el acido sulfinico y sulfonico del
propiltiouracilo son solo intermediarios intratiroidales de los productos S-oxidados de el metabolismo
de la tiocarbamida, sugiriendo que el S- didxido de propiltiouracilo es mas estable que los S-didxidos

de los 2-tioimidazoles.

La desulfuracion de la tiocarbamida para dar el analogo oxigenado puede ser via "ataque
nucleofilico”,de los S-diéxidos, dado que el grupo del diéxido de sulfuro es un buen grupo saliente.
Es digno de atencion que en general los derivados de las tioureas y las 2-tiopirimidinas, son capaces
de ser desulfuradas a sus correspondientes andlogos oxigenados y derivados de formamidina. No
existe registro de que analogos no oxigenados de los 2-ticimidazoles hayan sido reportados como
metabolitos.

Sin embargo, los 2-tioimidazoles no son metabolizados directamente a los analogos oxigenados, una

metilhidantoina es in vivo un metabolito del metimazol.

REACCIONES DE CONJUGACION

GLUCURONIDACION Y RIBOSILACION

La formacion de glucuronidos de compuestos endogenos y exodgenos involucra el ataque nucleofilico
a los grupos funcionales que contienen oxigeno, nitrégeno o sulfuro en la posicion C-1 de la
estructura del acido glucuronico de uridina difosfato-acido glucurénico (UDPGA).Esta reaccion esta
catalizada por una membrana dependiente de UDP-glucoronil transferasas.La glucuronidacion esta
reportada como un importante camino metabolico para los 2-tiouracilos en el hombre y en rata.
Sin embargo, no ha sido totalmente acertado que los 2-tiouracilos se conviertan en O-, N- o S-
glucurdnidos, hay una fuerte evidencia circunstancial basada en observaciones quimicas y

farmacologicas que el PTU glucurémdo (Figura 11) es un S-glucurdnido.
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ANTHCEDUN RS

FHOUREIDOS Y TIOUARBAMIDAS

H O
CO,H —<N
OH N
H—O Pr
OH

Figura 11.PTU glucurénido.

El 2-tiouracilo, el cual es estructuralmente similar al encontrado en la naturaleza como pirimidina
uracilo, es incorporada al RNA en la bacteria, virus y rata. Inicialmente, los 2-tiouracilos son N-

ribosilados para formar desde el nucleotido la 2-tiouridina o el nucledtido 2-tio-5'-UMP.

La 2-tiouridina o 2-tio-5-UMP aiin no es utilizada como agente efectivo antitiroidal en rata como

el compuesto original 2-tiouracilo.

METILACION.
La metilacion metabolica de la estructura de la tiocarbamida es en el atomo de sulfuro rico en

electrones.
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ANTECEDENTES.

PRUEHAS D CTIOLOXICIDAD

3.2 Pruebas de Toxicidad.

Ha habido un interesante incremento en aiios recientes en modelos in vitro.El potencial de usos de
estos modelos incluye los estudios de compuestos solos o en combinacion en una amplia variedad de
organismos entre los cuales podemos mencionar las bacterias, helmintos, protozoarios, hongos, etc.(%)
Estos nuevos modelos, han simplificado cuestiones de gran relevancia como las pruebas

toxicologicas.(®,”)

Es deseable tratar de evaluar sistematicamente de la manera mas econdmica la actividad
farmacologica de los compuestos. Por supuesto, no todos los compuestos sintetizados poseen
actividad biologica que sea suficientemente importante desde el punto de vista terapéutico o de
interés econémico. Una gran importancia de la seleccion (screening) experimental es que da una
estimacion del potencial y actividad biologica del compuesto, con un minimo de costo, tiempo y

animales. En estos ensayos se permite la evaluacion de una sustancia de referencia. ()

Los modelos in vitro no son una respuesta completa, debido a que ellos no tienen todas las barreras
que se encuentran en el huésped, pero estas concentraciones encontradas in vifro, pueden dar una

informacion valiosa para unicamente afinar la dosis en organismos superiores.(*)

Una de las ventajas de los modelos in vitro es que existe una relacidn entre la concentracion del
compuesto y el efecto encontrado in vivo.(*) Es posible no solo determinar una actividad
farmacologica de tipo especifico asi como la potencia relativa de un nuevo compuesto comparado
con compuestos estandar de referencia. Con el uso de un estandar de referencia en experimentos de
seleccion iniciales, es posible obtener informacion predictiva precisa viendo el potencial terapéutico
indicado de el nuevo compuesto.(°)

Otras de las ventajas entre las cuales podemos citar:

-Muere una menor cantidad de animales superiores.

-Baja costos.
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ANTECEDENTES.

PRULRAS DE CTTOLOXICIDAD

_Elimina espacio y la necesidad de contar con bioterios, especialistas y equipo adecuado para el
manejo de animales.
-El tiempo de realizacion de la prueba es menor.

-Se puede correlacionar con pruebas in vivo. (%)

Entre las pruebas in vitro se tiene la prueba con Artemia salina Leach, la cual es normalmente
desarrollada por incubacion en un medio salino artificial durante un periodo de 24 horas, y puede

también ser desarrollada en un medio de buffer salino de fosfatos a pH 7.2.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION LETAL ¢, AGUDA (CLg)

De manera rutinaria,es Ia primera determinacion de un nueve compuesto o preparacion en sistemas
biologicos es en ratones y/o Artemia salina. La toxicidad aguda debe ser hecha en animales pequefios
para obtener una idea de el maximo limite para una dosis segura .Las razones para esto,son que en
animales pequefios, se requiere una cantidad pequefia del nuevo compuesto, el cual en el inicio, puede
ser muy dificil de obtener y muy caro. Como resultado, es posible obtener un buen estimado de su
toxicidad y efectos del compuesto en estos animales, con un pequeiio gasto de compuesto asi como

tiempo y esfuerzo del experimentador.

La estimacion de la CL.,, puede ser obtenida graficamente por el método de probits (Finney, 1952),
o por el método de Litchfield y Wilcoxon.(1949).Nosotros obtuvimos la CLy, por el método de

probits.

Con esto es posible obtener una idea de la potencia relativa de un compuesto en investigacion viendo
puntos especificos de la actividad del farmaco comparado con un estandar o prototipo de esa clase
de farmaco. También se usa para experimentos subsecuentes para determinar actividad en sitios de

receptores especificos.(°)

TESIS GABRIELA MARTINEZ ZAPIEN. 23



PLANITHEAMIENTO DEL PROBLEMA Y QBN EVOS

4.0 Planteamiento del problema.

Por trabajos previamente realizados en nuestro grupo de investigacion, tanto experimental como
teoricamente, nos han llevado a considerar que moléculas del tipo tioureidos N,N-disustituidos
posiblemente pudiesen presentar actividad bioldgica semejante a la de los bencimidazol-2-carbamatos
de metilo o etilo. Con la ventaja de presentar mejores caracteristicas de solubilidad acuosa que estos
Gltimos, lo que los coloca como candidatos con mejores comportamientos dentro del organismo asi

como con mejores alternativas de formulacion.

4.1 HIPOTESIS DE TRABAJO.

Los tioureidos N,N- disustituidos presentaran actividad citotoxica en Artemia salina, semejante a la
del Albendazol ( bencimidazol- 2 carbamato de metilo), aunque la solubilidad acuosa de los primeros

sera mayor de la del bencimidazol mencionado.

50 OBJETIVOS.

5.1 Objetivos Generales.

El presente trabajo de tesis se propone la sintesis de tioureidos N,N'-disustituidos y tiocarbamidas N-

sustituidas, asi como la evaluacion de su toxicidad en Artemia salina Leach.

5.2  Objetivos Especificos
1.- Revision bibliografica sobre los tioureidos y tiocarbamidas, asi como de evaluacion de
toxicidad in vitro.
2 .- Sintesis de tioureidos N,N disustituidos y tiocarbamidas N-sustituidas propuestos en el

siguiente esquema:
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PLAN [HEAMIENTO DEL PROBIIMA Y OBIETIVOS

: “NH-C-NH-COCH;
s O

N-feni-N'-metoxicarbomltiowreido
COMPUESTO 1

RO
NH-("}NH‘CHZ'OCH;
A o

N-(4-cloroferi)- N'-metoxcarbornitioweklo
COMPUESTO 3

i ‘NH-(I.l‘.-NH-(l'T-OCHZCH;,

s O
N-fenil- N'-etoxicarbonitioureido
COMPUESTO 5

G/©\NH-(I}NH-C-OCH3
§ 6

N-(3-cbrofenil)- N'-metoxicarbonittivwreido
COMPUESTO 2

CI-: :
d NH-(“Z-NH-(I'T-OCH 3

S O

N-(3.4 -dcbrofeni)-N'- metoxicarborditioureido
COMPUESTO 4

CI/©\NH-(”}NH-(I‘T~OCH2CH3

N-(3-clorofenil)-N'-etoxiarbonitioureio
COMPUESTO 6
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PLAN TEAMIENTO DEL PROBLEMA Y ORI HIVOS

O
NH-C-NH-C-OCH, CH;
s O

N-{4-clorofenil}- N'-etoxicarboniltioureido

COMPUESTO 7

NHCNH,

S
N-feniltiourea
COMPUESTO 9

Cl

NHCNH,

N-(4-clorofenil)tiourea
COMPUESTO 11

Clj :
a NH-ﬁ-NH'(;.;-OCH 2CH3
S O

N-(3,4 -dichrofenil)-N'-ctoxicarboniltiourexlo
COMPUESTO 8

cl NH-CNH,

N-(3-clorofeniltiourea

COMPUESTO 10
Cl
cl NH-CNH,
S
N-(3,4 -diclorofenil)tiourca
COMPUESTO 12

TESIS

GABRIELA MARTINEZ ZAPIEN.

26



PLAN FEAMIENTO DL PROBLEMA Y OBRATIVOS

3.-Identificacion de los compuestos sintetizados a través de sus espectros de IR,'H RMN,
13C RMN , y espectrometria de masas.

4 - Ensayo de toxicidad en Artemia salina Leach.

5 - Cuantificacion espectrofotométrica de las concentraciones reales en las muestras evaluadas
en la prueba de Artemia salina Leach.

6.- Determinacion de CL
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MITTODOLOGIAS

6.0 METODOLOGIAS

TESIS GABRIELA MARTINEZ ZAPIEN 28



IR O i VR O PR

A. PARTE QUIMICA.Para la preparacion de los compuestos a evaluar, se siguieron las siguientes
reacciones.
SINTESIS DE LOS TIOUREIDOS CON METIL CLOROFORMIATO.

o) O
I s_g I
KSCN + CI-COCH; ——™ N=C-5-C-OCH3 + §—=C— N-C-OCHyj

R4 (”) Ry
@\ +$—~C—=N-C-OCH; — —> s 0
Ry NH, Ry NH-C-NH-C-OCHj;
(A) (B)
En la estructura {A) es:
Anilina St R, =H y R, =H
3-cloroanilina Si R, =H y R, =Cl
4-cloroanilina Si Ry=Cl y R, =H
3,4-dicloroanilina St Ry=Cl y R,—Cl
En la estructura (B) es:
N- Fenil-N' - metoxicarboniltioureido Si R, —-H y R, —H
N-(3-clorofenil) -N' - metoxicarboniltioureido Si R, =H v R, =ClI
N-{4-clorofenil) -N' - metoxicarboniltioureido Si R, =Cl y R, =
N-(3,4 -diclorofenil) -N' - metoxicarboniltioureido Si R, =Cl y R, =Cl

Se hizo reaccionar tiocianato de potasio con cleroformiato de metilo, con lo cual se obtuvieron dos
productos metoxicarboniltiociano y metoxicarbonilisotiociano.Se hizo reaccionar in situ el compuesto
de anilina correspondiente (estructura A) con el metoxicarbonilisotiociano sintetizado, para obtener
el tioureido del mismo {(estructura B).
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SINTESIS DE LOS TIOUREIDOS CON ETIL CLOROFORMIATO.

I i

KSCN + CHC-O-CHCHz — > N==C-5-C-OCHgCH3 +  $=C—N-C-O-CH2-CH3]

2 2

() (D)

R, Ry
O i
) —
R NH, 4+  $=C==N-C-OCHzCH3 R NH-(I?-N H-%—O-C H,CH3
s O

Iin la estructura (C) ¢s:

Anilina Si R,=H y R, =H

3-cloroanilina Si R,=H y R, =Cl

4-cloroanilina SiR,=Cl v R, =H

3.4-dicloroanilina Si R,=Cl y R,=Cl

En la estructura (D) es:

N- fenil-N' - etoxicarbonitioureido Si R, =H v R, =H
N-(3-clorofenil) -N' - etoxicarboniltioureido St R, =H y R, =Cl
N-(4-clorofenil) -N' - etoxicarboniltioureido Si R, =Ci y R, =H
N-(3,4 -diclorofenil) -N' - etoxicarboniltioureido ~ Si R, =Cl y R, =Ci

Se hizo reaccionar tiocianato de potasio con cloroformiato de etilo, con lo cual se obtuvieron dos
productos etoxicarboniltiociano v etoxicarbonilisotiociano.Se hizo reaccionar i situ el compuesto
de anitina correspondiente (estructura C) con el etoxicarbonilisotiociano sitetizado, para obtener el
tioureido del mismo (estructura D).
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HIDROLISIS DE TIOUREIDOS.

TIOUREIDO METOXILADO.
R, Ry
RZI)\NH?NH'E‘OCH; NaOH/MeOH _ R NH-(!i'.-NHz + COp + CH3OH
$ A

(E) (F)
En la estructura (E) es:
N- fenil-N' - metoxicarboniltioureido Si R,=H y R, =H
N-(3-clorofenil) -N' - metoxicarboniltioureido Si R, =H y R, =0
N-(4-clorofenil) -N' - metoxicarboniltioureido Si R, =Ci y R, =H
N-(3.4 -diclorofenil) -N' - metoxicarboniltioureido Si R, =Cl y R, =(Cl
[in 1z estructura (F) es:
N-feniltiourea Si R;=H y R, =H
N-(3-clorofemil)tiourea Si R, =H y R, =(l
N-(4-clorofeniljtiourea Si R, =C y R, =
N-(3,4 -diclorofenil)tiourea Si R, =Cl v R, =ClI

Se hidrolizo el tioureido metoxilado (estructura £9) al hacerlo reaccionar con una solucion de
hidroxido de sodio en metanol y calentando en bafio Maria, con lo cual se obtuvo la tiocarbamida
correspondiente (estructura F), metanol y bioxido de carbono.
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TIOUREIDO ETOXILADQO.

Ry NaOH/EtOH _
BN,
R NH-C-NH-C-OCH, CHs
§ O

R

y y NH-CNH, +CO2 + CH3CH20H)
(G) {H)

En la estructura (G) es:

N- fenil-N' - etoxicarboniltioureido Si R, =H y R, =H

N-(3-clorofenil) -N' - etoxicarbonilfioureido Si R,=H y R, =Cl

N-(4-clorofenil) -N' - etoxicarboniltioureido Si R, =Cl y R, =H

N-(3,4 -diclorofenil) -N' - etoxicarboniltioureido Si R, =Cl y R, =Cl

£n la estructura (M) es;

N-feniltiourea Si R, =H y R, =H

N-(3-clorofeni)tiourea S1 R, =H y R, =C!

N-(4-clorofeniljtiourea Si R, =Cl y R, =H

N-(3,4 -diclorofenil)tiourea Si R, =C! y R, =Cl

Se hidrolizé el tioureido etoxilado (estructura G) al hacerlo reaccionar con una solucion de hidroxido
de sodio en etanol y calentando en bafio Maria, con fo cual se obtuvo la tiocarbamida correspondiente

(estructura H), etanol y bioxido de carbono.
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B.Parte Bioldgica. Ensayo con Artemia salina.

Elaboracién de Medios.

—>

METOPOLOGIAS
Colocar €l medio en bafio Maria y

[ controlar temperatura a28 - 30 °C

Suspender oxigenacion y colocar los
quistes lavados.

[0.45 mg/mL del compuesto a probar

Tomar 10 Artemias, colocarlas en 1

probeta y aforar a9 mL con medio
de SS y transferir a un vial etiquetado

<

—>

Preparar solns. a 4. 5 mg/mL y

<A

—>

<5

U

Filtrar y medir la concentracidn en
¢l espectrofotometro.

Contar nimero de sobrevivientes por
concentracion.

>

Lavar los huevecillos de las artemia co
Etanol al 70% y medio salino comerclal
para que eclosionen,

Oxigenar 200 mL de Medio Instant
Ocean durante 1 hora.

Dejar desarrollar durante 48 horas.

,

Transferir las Artemias del medio ]

Instant Ocean al de 8§

Colocar con la micropipeta la cantidad
de la soln. del compuesto a probar.

Tapar con cristal y alumbrar durante
16 horas,

Procesar datos en el programa Graffits,
para obtener la CL 5

TESIS
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METODOLOGIAS

C. CONCENTRACION DE LOS COMPUESTOS EN EL MEDIO DE Artemia salina Y
COEFICIENTE DE PARTICION.

La determinacion de la solubilidad de los diferentes compuestos se llevé a cabo
espectrofotométricamente, en donde, previamente se hizo un corrimiento de 200 a 400 nm de
longitud de onda (1), para obtener la A maxima de absorcién del compuesto probado y asi poder

medir la concentracién de los compuestos.

Como blanco se emplearon, los blancos elaborados en el ensayo con Artemia salina en los medios
de SS o de PBS.Segiin el medio en el cual se tenia el compuesto, la concentracidn se calculd por

interpolacién en una curva patrén previamente elaborada.

Por lo que respecta al coeficiente de particién, este se calculd tomando en cuenta tres series de

valores reportados. El célculo se realizé como se describe en la literatura (**).
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RESULTADOS.

7.0 RESULTADOS
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RESULTADOS.

TABLA DE RESULTADOS.

Compuesto | Peso Mol p.f (°C) R, Rendimiento | Rendimiento de

enbruto % | cristalizacién %
1 209 157-158 0.4081* 79.43 92.30
2 244 138-139 0.3877* 99.44 89.47
3 244 152 0.3673* 94.21 94.44
4 278 159 0.3469* 64.93 75.00
5 224 125-127 0.5102* 74.45 84.61
6 258 122 0.4693* 84.10 82.35
7 258 118-120 0.4591* 89.04 88.88
8 292 135 (.4489+* 82.81 89.47
9 152 168-169 | 0.4146** 73.84 70.00
10 186 130-132 | 0.3658** 97.25 57.14
11 186 180-182 | 0.3414%* 97.25 71.43
12 220 195-196 | 0.3170%* 79.62 66.66

Comp. | N-fenil-N'-metoxicarboniltioureido

Comp. 2 N-(3-clorofenil)-N'-metoxicarboniltioureido
Comp. 3 N-(4-clorofenil)-N-'metoxicarboniltioureido
fomp. 4 N-(3,4-diclorofenil)-N'-metoxicarboniltioureido
‘Comp. 5 N-fenil-N'-etoxicarboniltioureido

Comp. 6 N-(3-clorofenil)-N'-etoxicarboniltioureido

*  TFase Mo6vil Hexano : Cloroformo : Acetato de Etilo 50:35:15

TESIS

Comp. 7 N-(4-clorofenil)-N'-etoxicarboniltioureido
Comp.8 N-(3,4-diclorofenil)-N'-etoxicarboniltioureido
Comp. 9 N-feniltiourea

Comp. 10 N-(3-clorofenil)tiourea
Comp. 11 N-(4-clorofenil)tiourea

Comp. 12 N-(3,4- diclorofenil)tiourea
** Fase Mdvil Cloroformo : Metanol 98:2
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RESULTADOS

Compuesto 1

©\Nmff-uu-ﬁocn,
$ O

C,H oN;80,

Compuesto 2

cr : “NHC-NHCOCH;
s O

C,H,N,SO,Cl

Compuesto 3

R (KBr) v: 3220, 3162, 1726, 1552, 1242, 1040 cm.'H RMN (TMS)
5:3.82 (s, 3H, OCH,), 7.27 (dd, 1H arom), 7.40 (t, 2H arom)7.61 (d,
OH arom), 8.57 (s, 1H, NH), 11.43 (s, 1H, NH) ppm. °C RMN (TMS)
fﬁ: 53.47, 124.43, 126.86, 128.52, 137.45, 153.26, 177.90 ppm.EM
(1.E.) 210 m/z; 209 (M", 100%).

IR (KBr) y: 3182,3090, 1722, 1610, 1534, 1478, 1356, 1234, 1174 cm’
I'H RMN (TMS) 8: 3.83 (s, 3H, OCH,), 7.243 (ddd, 1H arom), 7.32 (t,
1H arom)7.499 (ddd, 1H arom), 7.74 (ddd, 1H arom), 8.50 (s, 1H,
INH), 11.50 (s, 1H, NH) ppm. *C RMN (TMS) &: 53.55, 122.34,
124.30, 126.82, 129.74, 134.36, 138.62, 153.24, 177.84 ppm. EM
(1.E.) 244 m/z; (M",70%), 246 (M" +2), 169 (100%}).

q@\ -
NHCNHC-OCH;
o)

S

C,H,N,80,C1

TESIS

m/z ; (M*,60%), 246 (M* +2), 169 (100%).
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IR (KBr) y: 3170, 3080, 1712, 1610, 1562, 1536, 1490 cm™."H RMN
(TMS) 8: 4.50 (s, 3H, OCH}), 7.40 (d, 2H arom), 7.66 (d, 2H arom),
8.6 (s, 1H, NH), 11.5 (s, 1H, NH) ppm. °C RMN (TMS) &: 53.56,
125.56, 128.96, 132.18, 136.02, 153.27, 177.95 ppm. EM (LE.) 244



RESULTADOS

Compuesto 4

0.
a NH-CNHCOCH;
o)

S

CoHN,SO,Cl,

Compuesto 5

©\NH'C'NH'C'0'CH2'CH3
{4

C 1 OHI2N2SO2

Compuesto 6

Cl/©\NH'1C'NH~C0'CHz-CH3
{ &

CH,N,S0,Cl

IR (KBr) y: 3158, 3014, 1730, 1582, 1526, 1248, 1176, 1034 em’!
'H RMN (TMS) &: 3.901 (s, 3H, OCH;), 7.490 (dd, larom),
7.535(dd, 1H arom), 7.91 (d, 1H arom), 8.45 (s, 1H, NH), 11.45 (s,
1H, NH) ppm. '*C RMN (TMS) 8: 53.66, 123.49, 125.88, 130.37,

132.675, 136.91, 153.26, 177.88 ppm. EM (LE.) 278 m/z;
(M*,70%), 280 (M* +2), 203 (100%).

IR (KBr) :3160, 1712, 1534, 1184, 1048 cm’

'H RMN (TMS) &: 1.26 ( T,3H, -OCH,CH,), 4.19 (q, 2H, -
OCH,CH,), 7.1-7.6 (5H,arom), 10.74 (s, 1H, intercambiable con
D,0, NH), 11.59 (s, 1H, intercambiable con D,0, NH) ppm.

13C RMN (TMS) 8: 13.87, 61.93, 124.04, 125.85, 128.17, 137.57,
153.50, 178.46 ppm. E.M. (IE) 224 m/z; (223 M,100%)

[R (KBr) y: 3170, 3084, 1718, 1614, 1594, 1564, 1530 cm™.'H RMN
(TMS) 5:1.24 (1,3H,-OCH,CH)), 4.20(q, 2H, -OCHLH,), 7.29 (ddd,
J=2H,, J=2H,,J=10H,, IH, H-6), 7.39 (1, 1H, H-5), 7.47 (ddd, J=
2H,, J=2H,, J=10 H,, IH, H-4), 7.83 (, IH, 1-2), 11.35 (s, 1H,
intercambiable con D,0, -NH-), 11.58 ( s, 1H, intercambiable con
D,0)ppm. *C RMN (TMS) &: 14.06, 62.05, 123.17, 124.13,125.86,
130.08, 132.54, 139.48, 153.38, 178.83 ppm.E.M. (LE.) 258 m/z;

(M, 100%).
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RESULTADOS

Compuesto 7

Ol
NH‘(ENH‘?‘O’CH{CH;

s O

R (KBr) y: 3160, 3020, 1726, 1592, 1530, 1248, 1174 cm’.'H

(TMS) &: 1.32 (t, 3H, -OCH,CH,), 4.27 (q,2H,-OCH,CH;),
7.50 (d, J=10 Hz, 2H, H-2, H6), 7.68 (d, H=10 Hz, 2H, H-3, H-5),
11.38 (s, intercambiable con D,0,-NH-), 11.58 (s, 1H,

C,H,;N,SOCl

Compuesto 8

Pntercmbiable con D,0, -NH-) ppm."”C RMN (TMS) 3: 14.14,
d2.09, 126.43, 128.47, 130.14, 137.0, 153.48, 178.88 ppm. E.M.
(LE.) 258 m/z.(m+, 100%).

JOL
a NH'(“:-NHCu-O-CHz-CH;

IR (KBr) y:3168, 1724, 1582, 1528, 1248, 1176, 1034 cm™.'H
RMN (TMS) &: 1.35 (T, 3H, OCH,CH;), 4.28 (g, 2H, -
OCH,CH,), 7.47 (D, 2H, arom), 7.96 (dd, IH, arom), 10.91 (s,

s © 1H, intercambiable con D,0, -NH-) ppm.">’C RMN (ITMS) 3:1379,
62.15, 123.52, 125.53, 128.76, 129.70, 131.35, 137.13, 153.48,
C,H,N,SO,Cl, P78.67 ppm.EM. (IE) 292 m/z. (M, 100%); 294 (M" +2).
Compuesto 9
[R (KBr) y: 3424, 3182, 1449 cm™'H RMN &: 7.0- 7.7 ( compleja,
@ 6H, arom.); 10.15 (1H NH) ppm.”C RMN (TMS) &: 122.869,
NH-CNHz | 24070, 128.522, 139.493, 181.074 ppm.EM. (IE) 152 m/z. (M’
I
S 100%)
CHN,S
TESIS GABRIELA MARTINEZ ZAPIEN 40




RESULTADOQOS

Compuesto 10

Cr : NH-C-NH,

I
$

C,HN,SCi

Compuesto 11

RO
NH-%—NH 2

IR (KBr) y:3414, 3160, 1626, 1520, 1294 cm’’
'"H RMN (TMS) &: 7.12 - 7.69 {compleja, 4H, arom); 9.80 ( 1H,
NH) ppm. “C RMN (TMS) 8:121, 122, 123, 130, 132, 140.8,
181.2 ppm. EM. (1.E.) 186 m/z.(m+, 100%).

IR (KBr) y:3416, 3268, 3188, 1620, 1508 cm’

['H RMN (TMS) &: 7.30-7.48 (4H, arom); 9.80 ( 1H, NH) ppm.
13C RMN (TMS) &: 124.538, 128.054, 128.449, 138.233, 181.162
bpm.EM. (IE) 186 miz. ( M,40%); 188 (M:+ +2); 79 (100%)

$
C,H,N,SCI
Compuesto 12
[R (KBr) y: 3472, 1702, 1460 cm’
a 3C RMN (TMS) 6: 121.023, 122.092, 123.747, 130.133, 132.667,
j@\ 140.825, 181.206 ppm.
q NH-C-NH» EM. (IE) 220 mvz. ( M",29%); 118 (100%)
I
S
C,HN,SCl,
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RESUL TADOS

DATOS ESTADISTICOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA DE Artemia salina.Leach

COMPUESTO CHI Clow (LMOL) G LSC : LIC

ALBENDAZOL PBS 1.6393 86.16 0.2102 62.4361 11.9991
S8 0.9514 13720 1.1804 0 166.1384

1 PBS 24220 2625 1012 84327 37727
S8 15769 1042 1419 2787157 175230

2 PBS 11.3585 23.06 0.1239 8.1318 4.0986
S8 2.0366 304.8 0.5784 2068851.0 16.1384

3 PBS 0.3364 12.83 0.1012 34327 37729
S8 0.1843 33.64 0.1419 27.8757 17.5230

4 PBS 0.0053 1.958 0.2625 1.0383 0.1265

S8 6.9314 7.73 0.0900 3.0740 1.5017

5 PBS 14854 232 1412 92860 32269

S8 7035 328 1009 106384 532406

6 PBS 7.2146 22.83 0.0895 7.8146 4.3760
58 15.6775 420 0.1546 16.6939 7.9868

7 PBS 1.4020 209 0.1087 8.5601 J.6211
S5 5.5944 305 0.1029 11.9631 56149

3 PBS 3.7042 4.081 0.1935 2.1501 0.4363
SS 0.1155 13.15 0.4784 15.4637 1.2302

9 PBS 1108 -- 222422 13136 341703
10 PBS 0.0026 128.22 0.6233 513.9532 15.2445
11 PBS 0.0038 165.96 0.8465 4393805 17.7478
12 PBS 0.7681 4408 08197 7.321e+12 24.7761

Comp. 1 N-fenil-N'metoxicarboniltioureido

Comp. 2 N-(3-clorofenil)-N'metoxicarboniltioureido
Comp. 3 N-(4-clorofenil)-N'metoxicarboniltioureido
Comp. 4 N-(3.4 diclorofenil)-N'metoxicarboniltioureido
Comp. 5 N-fenil-N'ctoxicarboniltioureido

Comp. 6 N-(3-clorofenil)-Netoxicarboniltioureido

LI1C Limite inferior confiable

Comp. 7 N-{4-clorofenil)-N'etoxicarboniltioureido

Comp.8 N-(3,4diclorofenil)-Netoxicarbonil tioureido

Comp.9 N-fenil tiourea.
Comp. 10 N-(3clorofenil)tiourca
Comp. 11 N~(4 clorofenil)tiourca
Comp. 12 N-(3.4 diclorofeniljtiourca
LSC  Limite superior confiable

CHI*  Valor de Chi obtenido en 1a prueba biolégica por compueste G Desviacién estandar

TESIS
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RESUT TADOS

TABLA RESULTADOS EXPERIMENTALES.

COMPUESTO MEDIO CL50 pH, pH, SOLUBILIDAD COFEF.
{pmol/mL) (nmol/mL) PARTICION

1 PBS 2625 7.2 7.1 14116 -154
85 1042 9.0 7.1 13955 -154

2 PBS 23.06 7.2 7.2 14.55 -0.83
88 3048 9.0 8.3 1391 -0.83

3 PBS 12.83 7.2 7.1 225 -0.83
S5 3364 9.0 7.1 21.75 -0.83

4 PBS 1.958 72 1.1 73.93 0.11
S8 7.73 9.0 69 24.92 0.11

5 PBS 232 7.2 7.1 2750 -65
58 328 90 7.1 2497 65

6 PBS 22.83 7.2 7.1 10.34 0.06
SS 420 9.0 7.1 3.376 0.06

7 PBS 20.9 12 71 17.11 0.06
) 30.5 9.0 7.1 16.93 0.06

8 PBS 4.08 7.2 7.1 19.11 0.77
SS 13.15 9.0 7.1 18.55 0.77

9 PBS N.ID. 72 7.2 5924 -90
10 PBS 128.22 72 7.2 69.27 -0.19
11 PBS 165.96 7.2 7.2 2467 -0.19
12 PBS 440.80 7.2 7.2 53.84 0.52

Comp. 1 N-fenil-N'-metoxicarboniltioureido Comp. 7 N-(4-clorofenil)-N'-ctoxicarboniltiourcido

Comp. 2 N-(3-clorofenil)-N'-metoxicarboniltioureido Comp. 8 N-(3.4-diclorofenil)-N'-etoxicarboniltiourcido
Comp. 3 N-(4-clorofenil)-N-'metoxicarboniltiourcido Comp. 9 N-feniltiourea.

Comp. 4 N-(3,4- diclorofenil)-N'-metoxicarboniltioureido ~ Comp. 10 N-(3-clorofeniljtiourea

Comp. 5 N-fenil-N'-etoxicarboniltiourcido Comp. 11 N-(4-clorofenil)tiourca

Comp. 6 N-(3-clorofenif)-N'-etoxicarboniltioureido ~ Comp. 12 N-(3.4- diclorofenil)ticurea

5S: Solucién Salina PBS: Solucion salina con buffer de fosfatos
pH, :anles de agregar ¢l compucsto pH;: después de agregar ¢l compuesto.

—_— =
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RESULTADOS

" Metronidazol.
Ce SOLUCION PBS | SOLUCION SALINA
ppmgumotmy | B1 | B2 [ B3 [t | o2 | ppmgumorery | Bi | m2 [ B3 | gt | a2
1(5.8) 10 10 10 72 69 1¢5.8) 10 10 10 9 83
5(22) 10 10 10 7.2 6.9 5(22) 10 10 10 9 8.3
10(58) 10 10 10 7.2 7.0 10(58) 10 10 10 9 84
25(146) 10 10 10 7.2 7.0 25(146) 10 10 10 9 85
50(292) 10 10 9 7.2 7.0 50(292) 10 10 9 9 8o
100(580) 10 9 10 7.2 7.0 100(580) 10 10 10 8.6
1000(5800) 0 0 0 7.2 7.0 1000(5800) 10 9 9 9 8.6
BLANCO 10 10 10 7.2 6.9 BLANCO 10 10 10 9 83
E1.Artemias vivas después de 24 horas Repeticion 1 con Arfemia salina pH, antes de agregar el compuesto
E2 Artemias vivas después de 24 horas.Repeticién 2 con Artemia salina pH, después de 24 horas
E3.Artemias vivas después de 24 horas Repeticién 3 con Artemia salina
o Albendazol. | |
SOﬁUCION PBS _ SOLUCION SALINA
Cppm . | E1 | B2 B3 | oL, |pmi | p2 | em | E1 | B2 | B3 | ciy ot | pr2
(umolfml.) - wdfal, : (umol/mL) yancifal.
13.1 9 8 9 | 816 | 72 | 69 13.7) 9 8 7 | 13720 9 | 84
5(18.8) 7 9 7 86.16 7.2 6.9 5(18.8) 8 10 8 13720 9 84
25(94.3) 3 4 5 86.16 72 6.9 25(94.3) 8 9 9 13720 9 8.4
50(188.6) 4 5 4 86.16 7.2 6.9 50(188.6) 6 8 8 13720 9 8.4
BLANCO 10 10 10 — 72 6.9 BLANCO 10 10 10 —_ 9 83
El.Artemias vivas despusés de 24 horas Repeticién 1 con Artemia salina pH, antes de agregar el compuesto
E2.Artemias vivas después de 24 horas.Repeticién 2 con Artemia salina pH, después de 24 horas
E3.Artemias vivas después de 24 horas.Repeticién 3 con Artemia salina
TESIS GABRIELA MARTINEZ ZAPIEN 44




RESULTADOS

N -fenil - N-metoxicarboniltioureido.

_ SOLUCIONPBS

SOLUCION SALINA

~ppm ~ | Bt | E2+| B¥Y CLy, “} pHY | pH2 ppm Ei | B2 | B3 CLy, pHiI | pH2
jimol/mi.) | - | pmol/mL ] "} (umol/mlL) ' ' - pmol/ml,
0.5(2.3) 9 9 10 2625 7.2 7.1 0.5(2.3) 10 10 10 1042 9 6.6
1(4.7 8 9 8 2625 72 1 11 14.7) 10 10 10 1042 9 6.7
5(23) 5 6 4 2625 72 | 711 5(23) 10 9 9 1042 9 1 69
10{47) 5 5 4 2625 72 7.1 10(47) 8 7 9 1042 9 6.9
15(71) 3 2 1 2625 72 | 71 15(71) 7 7 5 1042 9 70
25(119) 3 3 3 2625 7.2 7.1 25(119) 6 7 3 1042 9 7.1
50(238) 1 0 2 2625 72 | 71 50{238) i 1 2 1042 9 7.1
BLANCO | 10 10 10 - 72 | 71 BLANCO 10 10 10 - 9 7.1
E1.Artemias vivas después de 24 horas.Repeticién 1 con Artemia salina pH, antes de agregar cl compuesto
E2.Artemias vivas después de 24 horas Repeticién 2 con Artemia salina pH, después de 24 horas
E3. Artemias vivas después de 24 horas Repeticion 3 con Artemia salina
N-(3-clorofenil} N-metoxicarboniltiourcido.
SOLUCION PBS | SOLUCION SALINA
pem BB [ B | o [pmlpm] e (B | R B oL |pm |
(imolfml) | pmolfmL. (rmob/mL) pmol/mL.
0.5(2.04) 10 10 9 23.06 72 1.2 0.5(2.04) 9 8 7 3048 9 8.2
1(4.09) 10 9 9 23.06 712 712 1(4.09) 10 10 6 3048 9 8.2
5(20.5 ) 7 7 9 23.06 72 7.2 5(20.5 ) 7 9 8 304.8 9 83
10(40.9) 1 2 1 23.06 72 { 72 10(40.9) 4 3 4 304.8 9 | 83
160(409) 0 0 0 23.06 7.2 7.2 100(409.3) 1 0 0 3048 9 83
1000(4098) | O 0 0 23.06 72 712 1000(4098) 0 0 0 304.8 9 83
BLANCO 10 10 10 - 7.2 6.9 BLANCO 10 10 10 -- 9 B3
El.Artemias vivas después de 24 horas Repeticién 1 con Artemia salina pH, antes de agregar el compuesto
E2.Artemias vivas después de 24 horas. Repeticién 2 con Artemia salina pH, después de 24 horas
E3_Artemias vivas después de 24 horas.Repeticién 3 con Artemia salina
e
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RESULTADOS

N-{4-clorofenil)-N'-metoxicarbonilticareido

SOLUCION SALINA

Cem |Er LB | m | o, [pmt|pm2] mw [® | B |B| ca, ||
(umotfml) § | punol/ml, _(umobiml) | pmol/mi.
0.5(2.04) 9 8 8 12.83 7.2 7.1 0.5(2.04) 9 10 10 3364 9 6.9
1(4.09) 7 9 6 12.83 7.2 7.1 1(4.09) 9 9 10 33.64 9 7.0
5(20.5 ) 4 3 5 12.83 7.2 71 5(20.5 ) 7 9 9 3364 9 7.0
10(40.9) 0 0 1 12.83 7.2 7.1 10(40.9) 6 4 2 33.64 9 7.1
15(61.4) 0 o 0 12.83 72 7.1 15(61.4) 3 2 2 3364 9 7.1
BLANCO | 10 10 10 - 7.2 7.1 BLANCO 10 10 10 - 9 83
E1.Artemias vivas después de 24 horas Repeticion 1 con Artemia salina pH, antes de agregar el compuesto
E2.Artemias vivas despugs de 24 horas.Repeticién 2 con Artemia salina pH, después de 24 horas
E3.Artemias vivas después de 24 horas. Repeticion 3 con Artemia salina
| N3 4-diclorofenil)-N-metoxicaboriltiourcido.
| SOLUCIONPBS  SOLUCIONSALNA_
ppm(;mloll JE1 | E2 3; E3 CL;O pH1 | pH2 | ppm(umov | Ei | E2 | E3 CLs, pH1 | pH2
k) | ol nl) pmol/nl
0.5(L.7 9 3 4 1.958 7.2 7.2 0.5(1.7) 10 7 9 1.73 9 6.9
1(3.5) 4 3 4 1.958 72 7.2 1(3.5) 7 7 8 173 9 6.9
5179 1 2 3 1.958 7.2 7.1 5(17.9) 2 4 3 773 9 6.9
10(35) 1 2 1 1.958 7.2 7.1 10(35) 2 2 3 7.73 9 6.9
100(359) 0 0 0 1.958 7.2 7.1 100(359) 2 0 1 7.73 9 6.9
1000(3590) | © 0 0 1.958 7.2 7.0 | 1000(3590) 0 0 0 7.713 9 6.9
BLANCO 10 10 10 - 72 72 BLANCO 10 10 10 - 9 6.9
El.Artemias vivas después de 24 horas. Repeticién 1 con Artemia salina pH, antes de agregar el compuesto
E2.Artemias vivas después de 24 horas. Repeticién 2 con Artemia salina pH, después de 24 horas
E3.Artemias vivas después de 24 horas.Repeticidn 3 con Artemia salina
TESIS GABRIELA MARTINEZ ZAPIEN 46




RESULTADOS

. SOLUCION PBS | - SOLUCION SALINA -
ppm | Et{E2 B3| o, |pm|p2 | pm | B[ B2 8| a, |pm]em
(pmol/ml.) - T b 7 pwmobml| U 1 GamolAnL) | ) p.mo_llmL
0.5(2.23) 9 9 9 232 72 7.1 0.5(2.23) 10 10 10 328 9 7.1
1(4.46) 7 7 7 232 7.2 7.1 1(4.46) 9 9 10 328 9 7.1
5(22.3) 5 6 5 232 7.2 7.1 522.3) 6 6 5 328 9 7.1
10(44.6) 4 4 4 232 72 7.1 10(44.6) 4 4 4 328 9 71
1566.9) | 3 3 3 232 72 | 11 15669 | 4 3 3 328 9 | 71
BLANCO. | 10 10 10 - 7.2 7.1 | BLANCO. | 10 10 10 - 9 71
E1.Artemias vivas después de 24 horas Repeticién | con Artemia salina pH, antes de agregar el compuesto
E2.Artemias vivas después de 24 horas.Repeticion 2 con Artemia salina pH, después de 24 horas
E3.Artemias vivas después de 24 horas.Repeticion 3 con Artemia salina
-~ N{3-clorofenil}-N-etoxicarbeniltioureido.
SOLUCIONPBS |~ SOLUCIONSALINA
Copem |E | m | o, |pmi §pmz | pem | Ei B2 {E3| ciy, |pm|p2
- (umol/ml) - amol/mL ' + | (umol/mlL) pmol/mL. :
0519 |10 9 10 28 |72 ]| 70 { o509 | 10 | 10 |10 42 9 | 69
1(3.87) 9 9 10 2283 7.2 71 1(3.87) 10 9 9 42 9 7.0
5(19.2) 7 7 7 22.83 72 1 71 5(19.2) 9 9 8 42 9 | 71
10387 | 4 3 4 22.83 72 { 71 10387 | 7 7 7 42 9 | 71
15(58.1) 1 0 0 2283 7.2 7.1 15(58.1) 2 1 2 42 9 7.1
BLANCO 10 10 10 - 7.2 7.1 BLANCO | 10 10 10 - 9 71

El. Artemias vivas después de 24 horas.Repeticion 1 con Artemia salina
E2.Artemias vivas después de 24 horas.Repeticion 2 con Artemia salina
E3.Artemias vivas después de 24 horas.Repeticién 3 con Artemia salina

TESIS

pH, antes de agregar el compuesto
pH, después de 24 horas
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RESULTAIXOS

N"{4-01 ; .I}N, o 1 it . .::l' y

 SOLUCION PBS SOLUCION SALINA
 ppm . |El } E2 .| E3 ) oo, e | | ppm El | 2 |B ] cL, |pm1|pm2
(pmol/mlL) ' | pmol/ml. {(umol/ml) pmol/mL :
0.51.9) 9 9 9 20.9 712 7.1 0.5(1.9) 10 10 10 305 9 6.9
1(3.87) 8 | 9 9 209 72 1 71 1(3.87) 9 9 | s 30.5 9 | 71
592y | 4 | 4 5 209 | 72| 71 | sa92) | s g8 | 7 30.5 9 | 71
10387 | 4 | 4 4 209 72 1 71 | 1008 | 4 3 3 30.5 g | 7.1
15(58.1) 4 2 3 209 72 71 15(58.1) 3 3 4 305 9 71
BLANCO 10 10 10 - 1.2 7.1 BLANCO 10 10 10 - 9 7.1
E1l.Artemias vivas después de 24 horas Repeticion 1 con Artemia salina pH, antes de agregar el compuesto
E2.Antemias vivas después de 24 horas Repeticién 2 con Artemia salina pH, después de 24 horas
E3. Artemias vivas después de 24 horas Repeticion 3 con Artemia salina
 N3A-diclorofinil) N'etoxicarboniltioureido.
SOLUCION PBS SOLUCION SALINA
ppm g1 | B2 | B3 | cLo |pHI| pH2 ppm: B | mim| o, |em]emn
Apmol/mL} | - 1 pmolmb {nmol/mL} - - - pmol/ml,
os5an | 7| s 7 408 |72 | 71 |osamy { 7 7 | 9| 1315 9 | 71
1(3.42) 4 4 4 408 72 7.1 1(3.423) 5 5 5 13.15 9 71
5(17.1) 3 2 3 4.08 7.2 7.1 5(17.1H) 5 4 5 13.15 9 7.1
10(34.2) 3 2 2 4.08 7.2 7.1 10(34.2) 4 3 4 13.15 9 71
15(51.3) 2 2 2 408 72 71 15(51.3) 4 3 3 13.15 9 7.1
BLANCO 10 10 10 - 72 71 BLANCO 10 10 10 - 9 71

El.Artemias vivas después de 24 horas Repeticion 1 con Artemia salina pH, antes de agregar el compuesto

F2_Artemias vivas después de 24 horas. Repeticion 2 con Artemia salina pH, después de 24 horas
E3.Artemias vivas después de 24 horas Repeticion 3 con Artemia salina
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RESULTADOS

SOLUCION PBS: L SOLUCION SALINA
ppm  JE1 | E2 | E3 | cL, |pHI | pH2 ‘ppm Bl | B2 [ B3} cL, |opin|pi2
(umol/ml.) - ' -} nmol/ml. | . (umol/mL) 1 paiol/mil

0.5(3.28) 10 10 10 nd 72 72 0.5(3.28) 10 10 10 nd 9 72
1(6.57 10 10 10 nd 7.2 72 1(6.57) 10 10 10 nd 9 72
5(32.8) 9 10 10 nd 72 7.2 5(32.8) 10 i0 10 nd 9 72
10(65.7) 10 10 8 nd 7.2 7.2 10(65.7) 10 10 10 nd 9 7.2
15(98.6) 8 10 9 nd 7.2 7.2 15(98.6) 10 9 9 nd 9 7.2

BLANCO 10 10 10 - 72 72 BLANCO 10 10 10 - 9 7.2
El.Antemias vivas después de 24 horas.Repeticidon 1 con Artemia salina pl, antes de agregar el compuesto
E2.Artemias vivas después de 24 horas.Repeticion 2 con Artemia salina pH, después de 24 horas
E3.Artemias vivas después de 24 horas Repeticion 3 con Artemia salina

N{S—clmfmﬂ)ﬁmm.
SOLUCION PBS SOLUCION SALINA
ppm. | El | E2 |].E3 Cly: | pHI |- pH2 ppm | El E2 } E3 CL, | pHL | pH2
{umol/mL) pmol/mL. {pmol/ml) : - pmol/ml.

0.5 (2.68) 10 10 10 128.22 7.2 712 0.5(2.68) 10 10 10 nd 9 1.2
1(5.37) 10 10 10 128.22 7.2 7.2 1(5.37) 10 10 10 nd g 72
5(26.8) 10 8 10 128.22 72 72 5(26.8) 10 10 10 nd 9 7.2
10(53.7) 8 8 8 128.22 72 7.2 10(53.7) 10 10 10 nd 9 7.2
15(80.6) 6 7 7 128.22 7.2 7.2 15(80.6) 9 10 10 nd 9 7.2

BLANCO. 10 10 10 - 7.2 1.2 BLANCO. 10 10 10 - 9 72
El.Artemias vivas después de 24 horas Repeticion 1 con Artemia salina pH, antes de agregar ¢l compuesto
E2.Artemias vivas después de 24 horas.Repeticion 2 con Artemia salina pH, después de 24 horas
E3.Artemias vivas después de 24 horas Repeticion 3 con Arfemia salina

e —
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RESULTADOS

SOLUCION PBS. | ,. SOLUCION SALINA
oom | Er | E2 B3 | CLe |emi|pm | pem | E1 | B2 |E3 | cL, |pHI|pH2
gmovwly || o bwmatmi | | | Gl | penotfml.
0.5(2.68) 10 10 10 165.9 7.2 72 0.5(2.68) 10 10 10 nd 9 72
1(5.37) 10 10 10 165.9 72 72 15.3D 10 10 10 nd 9 7.2
5(26.8) 9 | 10| 10 1659 | 72 | 72 5268 10 | 10 {10 nd 9 | 12
10(53.7) 8 9 9 165.9 12 72 10(53.7) 10 10 10 nd 9 72
15(80.6) B 8 7 165.9 7.2 12 15(80.6) 9 10 10 nd 9 72
BLANCO 10 10 10 - 72 7.2 BLANCO 10 10 10 - 9 7.2
E1.Artemias vivas después de 24 horas Repeticion 1 con Arfemia salina pH, antes de agregar e compuesto
E2.Artemias vivas después de 24 horas.Repeticién 2 con Artemia salina pH, después de 24 horas
E3.Arternias vivas después de 24 horas Repeticién 3 con Artemia salina
| N- (34 diclorofenil)iowrea |
- SOLUCIONPBS | © SOLUCIONSALINA |
T gm | B | m B8] oo [pn e | pm | BB CL, | pMm | pH2
gty ] | pmotfmlL - {(umol/mL) ' pmol/mi,
0.5(2.27) 10 10 10 4408 7.2 7.2 0.5(2.27) 10 10 10 nd 9 7.2
1(4.54) 9 10 9 440.8 7.2 12 1(4.54) 10 10 10 nd 9 72
5(22.7 9 9 9 440.8 7.2 7.2 5(22.7) 10 10 10 nd 9 12
10454) | 8 | 8 7 4408 | 72 | 72 | 10@5.4) | 9 10 | 10 nd 9 172
15(68.1) 7 7 8 4408 12 72 15(68.1) 9 9 9 nd 9 12
BLANCO 10 10 10 - 72 72 BLANCO 10 10 10 - 9 12

E1.Artemias vivas después de 24 horas Repeticion 1 con Artemia salina
E2.Artemias vivas después de 24 horas Repeticion 2 con Arfemia salina
E3.Artemias vivas después de 24 horas Repeticién 3 con Artemia salina
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RESUT CATYON

CURVAS PATRON

N-Fenil -N'-metoxicarboniltioureido

Absorbancia

Grafica 1

N-Fenit-N'-matoxicarboniitoureide

| A=290.5 nm

ppm (umol/mL) Abs.*
0.5(2.38) 0.0487
1(4.76) 0.1133
5(23.8) 0.1855
10(47.6) 0.4419
100(476.19) 2.2455

r=0.996099

m=4.56904

b=8.33X10-2

*Abs. Absorbancia.

N-(3-clorofenil)-N'-metoxicarboniltioureido

Absorbancla

Grafica 2

N-{3-Clorofenil)-N"-metoxicarbonitourcido.

25

2

A=295 nm
ppm (umol/mL) Abs.*
0.5(2.04) 0.0105
1(4.09) 0.0230
5(20.5) 0.1147
10(40.9) 0.2301
100(409.83) 22802
r=0.999999
m=5.5628
b=5.957X10-4

*Abs. Absorbancia.

TESIS
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RI'SUL TAIYOS

N-(4-clorofenil}-N'-metoxicarboniltioureido
A=295nm
* Grafica 3
ppm (mmol/mL) A.bS. N-{4-Clorofenil}-N'-mctoxicarboniltoureideo,
0.5(2.04) 0.0850 s _
3...f,,.. —_ e e = = mm e e _- - . e -
1(4.09) 0.1702 il
Bo2b -m e m e m e e -
520.5 0.2062 I S
10(40.9) 0.3912 Sl T oo
100(409.83) 2.9641 s : s m 100
Conceniracion (ppm}
r=0.99917
m=7.0568
b=7.4793X10-2
* Abs. Absorbancia.
N-(3,4-diclorofenit)-N'-
metoxicarboniltioureido A = 290 nm
Grafica 4
ppm (umol/mL) Abs.* N-(3.4-dictorofenil)-N'-metoxicarbonittourtide
0.5(1.79) 0.0068 2
25 ~ - - B
1(3.59) 0.0507 .
5(17.9) 0.1724 E
10(35.9) 0.6005
100(359.71) 2.6128
—=0.99673
m=7.19705

b=4.7653X10-2

*Abs. Absorbancia.
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RIZSUETADOS

*Abs. Absorbancia.

N- Fenil - N'-etoxicarboniltioureido
A=312nm
ppm (pmol/mL) Abs* N—FoniIN‘-et:::::‘bomltoure:do
0.5(2.23) 0.0060 15
1(4.46) 0.0063
5(22.3) 0.0544
10(44.6) 0.1583
100(446.42) 1.3822
r=0.99977
m=3.1012
b=-9.09X10-4

* Abs. Absorbancia.

TESIS

N -(3-clorofenil)-N'-etoxicarboniltioureido
A=355.5nm
ppm (umol/mL) Abs.* K5 clorent Y croscarbontouroda
0.5(1.93) 0.0186
1(3.87) 0.0374 , .
5(19.3) 0.1859 E
10(38.7) 03724 B
100(387.59) 2.9015 |
—=0.9996
m=7.4331
b=2.675X10-2

GABRIELA MARTINEZ ZAPIEN
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RESULTADOS

N -(4-clorofenil) - N'-etoxicarboniltioureido

*Abs. Absorbancia.

A=355 nm
: ey
ppm (pmol/mL}) Abs.* N-{4-clora)fenil-N'-ctoxicarboniltoureido.
0.5(1.93) 0.0911 :
1(3.87) 0.1771 :
g
5(19.3) 0.2169 2
10(38.7) 0.3631
100(387.59) 2.8706
R=0.99909
m=7.2103
b=7.73X10-2

*Abs. Absorbancia.

N-(3,4-diclorofenil}-N'-etoxicarboniltioureido. |
_ A=312 nm
Ab * Grafita B
ppm (p.mol/mL) S. N-(3, 4-diclaroifeni-N-etoxicarponiitouretdo.
0.5(1.71) 0.1555 25 w
O
1(3.42) 0.1662 :
&
5(17.1) 0.2514 3
10(34.2) 0.5189
100(342.46) 2.2601 Concentacion o)
r=0.99346
m=6.0903
b=0.18454

TESIS
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RESULTADOS

*Abs. Absorbancia.

N - (3-clorofenil)tiourea A=289nm

N-Feniltiourea  A=311 nm
ppm (pmol/mL) Abs * ) f@:; 9,
0.5(3.28) 0.0050 o o
1(6.57) 0.0084 A - -
5(32.8) 0.0167 :
10(65.7) 0.0222
100(657.89) 0.2292
=0.99954
m=0.3434
b=3.04X10-3

Absefbancia

25

15

05

0.5

Grafice 10
N-(3-clorafenilitiourea

ppm (umol/mL) Abs *
0.5(2.68) 0.6023
1(5.37) 0.0103
5(26.8) 0.0590
10(53.7) 0.3060
120(645.1) 2.4698

r=0,9988

m=3.8234

b=9.153X10-3

* Abs. Absorbancia.

TESIS
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RESULTADOS

N -(4 -clorofeniljtiourea A=289nm

Abaorbancla

Grafica 11

N-(4-ctorofonii)tiourca

ppm (pmol/mL) Abs.

0.5(2.68) 0.0068
1(5.37) 0.0135
5(26.8) 0.1855
10(53.7) 0.4497
120(645.1) 1.4652

r=0.9751

m=2.2139

b=8.774X10-2

Abs. Absorbancia.

N-(3,4-diclorofenil)tiourea A=311.5 nm

Absorbancia

Grafica 12
N-13,4-diclorofenil)tiourea.

ppm (umol/mL) Abs.*
0.5(2.27) 0.0043
1(4.54) 0.0107
5(22.7) 0.0302
10(45.4) 0.0477
100(454.54) 0.5153

=0.99986

m=1.1290

b=1.71X10-3

*Abs. Absorbancia.

TESIS
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RESULTADOS

TABLAS DE CONCENTRACION

ENCONTRADA DESPUES

EXPOSICION DE LOS COMPUESTOS EN Artemia salina.Leach.

DE 24 HORAS DE

N-Fenil-N'-metoxicarboniltioureido
Solucién PBS Solucion Salina
ppm{umol/mL) Abs. Concentracion ppm{pmol/mL) Abs. Concentracin
encontrada (pmol/mL) encontrada (umol/mL)
0.5(2.38) 0.0210 4.59 0.5(2.38) 0.0205 4.48
1 {(4.76) 0.0450 9.84 1(4.76) 0.0431 9.43
5(23.8) 0.0980 214 5(23.8) 0.0931 20.37
10 (47.6) 0.1134 24.8 10 (47.6) 0.1049 2295
15 (71) 0.2130 46.6 15 (71) 0.2092 45.78
25 (119) 0.3310 72.44 25 (119) 0.3251 7115
50 (238) 0.6402 141.16 50 (238) 0.6376 139.55
N-(3-Clorofenil}-N"-metoxicarboniltioureido.
Solucién PBS Solucion Salina
ppm{umol/mL) Abs. Concentracion ppm(pmol/mL) Abs. Concentracion
encontrada {pumol/mL.) encontrada (umol/mL)
0.5 (2.04) 0 0 0.5 (2.04) 0 0
1(4.09) 0.0009 0.1275 1 {4.09) 0 0
5(20.4) 0.0148 2.097 5(20.4) 0.0097 1.374
10 (40.9) 0.0642 9.097 10 (40.9) 0.0523 7.411
100 (409.83) 0.1027 14.55 100 (409.83) 0.0982 13.91
= o= —
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RESULTADOS

N-(4-Clorofenil)-N'-metoxicarboniltioureido
Solucién PBS Solucidén Salina
ppm(pumol/mL) Abs. Concentracion ppm(umol/mL) Abs. Concentracion
encontrada {umol/mL) encontrada (pmol/mL.)

0.5 (2.04) 0 0 0.5 (2.04) 0 0
1 (4.09) 0.0171 2.963 1 (4.09) 0.0153 2.639
5(204) 0.0320 5.641 5(20.4) 0.0856 15.28
10 (40.9) 0.1715 30.72 10 (40.9) 0.1017 18.17
100 (409.83) 0.1866 3343 100 (409.83) 0.1417 25.36
1000 (4098.3) 0.1260 22.54 1000 (4098.3) 0.1216 21,75

N-(3,4-diclorofenit)-N'-metoxicarboniltioureido.
Solucion PBS Solucion Salina
ppm{umol/mL) Abs. Concentracion ppm{pmol/mL) Abs. Concentracién
encontrada (umol/mL) encontrada (umol/mL)

0.5(1.79) 0.0262 3.640 0.5(1.79) 0 0
1(3.59) 0.0458 6.363 1(3.59) 0.0436 6.058
5(17.9) 0.0898 12.47 5(17.9) 0.0866 12.03
10 (35.9) 0.1270 17.64 10 (35.9) 0.1115 15.49
100 (359) 0.2893 40.19 100 (359) 0.1544 21.45
1000 (3590) 0.5321 73.93 1000 (3590} 0.1794 2492
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RESULTADOS

N-Fenil-N'-etoxicarboniltioureido
Solucion PBS Solucitén Salina
ppm{umol/mL}) Abs, Concentracion ppm{umol/mL.}) Abs. Concentraci6n
encontrada (umol/mi.) encontrada (pumol/mL)
0.5(2.23) 0 0 0.5 (2.23) 0 0
1{(4.46) 0 0 1(4.46) 0 0
5(22.3) 0 0 5(22.3) 0 0
10 (44.6) 104 3353 10 (44.6) 12 3611
15 (66.9) 853 2750 15 (66.9) 763 2497
N-(3-Clorofenil)-N'-gtoxicarboniltioureido
Solucién PBS Solucion Salina
ppm(umol/mL) Abs. Concentracién ppm(umol/mL}) Abs. Concentracién
encontrada (umol/mL) encontrada (umol/mL.)
0.5(1.9) 0.0171 2,300 0.5(1.9) 0 0
1(3.8) 0.0250 3.363 1(3.8) 0 0
5(19) 0.0251 3.376 5(19) 0 0
10 (38) 0.0355 4,776 10 (38) 0 0
15 (58) 0.0769 10.34 15 (58) 0.0251 3.376
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RESULTADOS

N-(4-Clorofenil}N'-etoxicarboniltioureido
Solucion PBS Soluci6n Salina
ppm{pmol/mlL.) Abs. Concentracién ppm(umol/mL) Abs. Concentracion
encontrada (umol/mL) encontrada (umol/mL)
0519 0.0052 0.7211 0.5(1.9) 0.0031 0.4299
1(3.8) 0.0177 2.454 1(3.8) 0.0170 2.357
5(19) 0.0240 3.328 5(19) 0.0217 3.009
10 (38) 0.0544 7.544 10 (38) 0.0502 6.962
15 (58) 0.1234 17.11 15 (58} 0.1221 16.93
N-(3,4- diclorofenil-N'-etoxicarboniltioureido.
Solucion PBS Solucién Salina
ppm{pmol/mL) Abs. Concentracion ppm{pmol/mL) Abs. Concentracién
encontrada (umol/mL) encontrada {(umol/mL)
0.5 (1.71) 0 0 0.5 (1.71) 0 0
1(3.42) 0 0 1(3.42) 0 0
5(17.1) 0 0 5(17.1) 0 0
10 (34.2) 0.0386 3.337 10 (34.2) 0.0276 4.531
15(51.3) 0.1164 19.11 15 (51.3) 0.1130 18.55
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RESULTADOS

N-Feniltiourea.
Solucion PBS Solucidn Salina
ppm{umol/mL) Abs. Concentracién ppm{pmol/mL) Abs. Concentracion
encontrada (umol/mL) encontrada (pmol/mL)
0.5(3.28) 0.0010 2911 0.5(3.28) 0 0
1(6.57) 0.0015 4.367 1(6.57) 0 0
5(32.8) 0.0038 2.169 5(32.8) 0 0
10 (65.7) 0.0115 24.59 10 (65.7) 0.0098 19.63
15 (98.6) 0.0234 59.24 15 (98.6) 0.0110 23.13
N - (3-clorofenil}ticurea.
Solucién PBS Solucién Salina
ppm{pmol/mL) Abs, Concentracion ppm(pumob/mL) Abs. Concentracion
encontrada (umol/mL) encontrada (umol/mL}
0.5 (2..68) 0.0006 0.2710 0.5 (2..68) 0.0020 0.9033
1(5.37) 0.0043 1.942 1(5.37) 0.0096 4.336
5(26.8) 0.0458 20.68 5(26.8) 0.0542 6.474
10 (53.7) 0.1876 44.20 10 (53.7) 0.1193 14.25
15 (80.6) 0.2411 69.27 15 (80.6) 0.1910 46.64
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RESULTADOS

N - (4-clorofeniljtiourea.
Solucion PBS Solucidn Salina
ppm{pmol/mL) Abs. Concentracion ppm{pmol/mL) Abs. Concentracién
encontrada (pmol/mL) encontrada (umol/mL)
0.5 (2.68) 0.0004 0.1046 0.5 (2..68) 0.0281 4,955
1(5.37) 0.0067 1.752 1(5.37) 0.0300 5.452
5(26.8) 0.0184 2418 5(26.8) 0.0586 12.93
10 (53.7) 0.0985 233 10 (53.7) 0.1425 34.87
15 (80.6) 0.1035 24.67 15 (80.6) 0.1946 48.50
N-=(3,4-diclorofenil tiourea.
Solucion PBS Solucién Salina
ppm(umol/mL) Abs. Concentracién ppm{umol/mL.) Abs. Concentracién
encontrada (umol/ml.) encontrada (umol/mL.)
0.5(2.27) 0.0004 0.3541 0.5(2.27) 0.0003 0.2657
i(4.54) 0.0006 0.5314 1(4.54) 0.0004 0.3541
522.7) 0.0036 3.188 5227 0.0045 3985
10 (45.4) 0.0298 26.39 10(45.4) 0.0088 7793
15 (68.1) 0.0608 53.84 15 (68.1) 0.0156 13.81
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INSTRUMENTACION.

Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron en un espectrofotémetro Perkin Elmer con
transformadas de Fourier Modelo FT-IR-1600 en pastilla de bromuro de potasio, las sefiales se dan

encm’.

Los espectros de resonancia magnética protonica ("H RMN) y de resonancia de carbono-13 (°C
RMN) se determinaron en un equipo Varian EM-390 usando Dimetil sulfoxido o Cloroformo
deuterados como disolventes y Tetrametilsilano (TMS) como referencia interna.Los desplazamientos

quimicos (y) se dan en ppm.

Los espectros de masas se registraron en un equipo QCQ Finnigan mat, utilizando impacto
electrénico e introduccion directa de la muestra y los equipos acoplados Cromatografo de gases
Hewlett Packard 5890 Series II vy Espectrometro de masas JMSSX102A, utilizando impacto
electrénico con acomplamiento de masas.Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Buchi

Mod. 530 utilizando capilares de vidrio.

Para concentrar se emple6 un rotaevaporador marca Buchi REIIL, con vacio generado por una bomba

Felisa Mos. 1600 ajustada a 55 mm de Hg y condensador de hielo seco.

Los espectros de absorbancia y la cuantificacién de la misma se llevé a cabo en un espectrofotometro
Shimadzu 1600, utilizando celdas de metracrilato (Aldrich) de 1 em de longitud y de 1.5 mL de

capacidad.

Para las cromatografias en capa fina se utilizaron placas de vidrio recubiertas con gel de silice GF,;,

(Merck) con indicador fluorescente.

w
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_ DISCUSION DE RESULTADOS.
A PARTE QUIMICA.
ELABORACION DE TIOUREIDOS.
Con la intencion de encontrar moléculas cuya sintesis no implicara la realizacion de muchos pasos,
con materias primas de bajo costo, y que en el futuro pudiesen presentar alguna actividad bioldgica
de interés antiparasitario, se han preparado compuestos del tipo tioureido N,N'-disustituidos y

tioureas N-sustituidas en el presente proyecto de tesis.

Para la preparacion de los compuestos: N-fenil-N'-metoxicarboniltioureido(1), N-(3-clorofenil)-N'-
metoxicarboniltioureido(2), N-(4-clorofenil)-N'-metoxicarboniltioureido (3), N-(3,4-diclorofenil)}-N'-
metoxicarboniltioureido  (4), N-fenil-N'-etoxicarboniltioureido  (5), N-(3-clorofenil)-N'-
etoxicarboniltioureido (6), N-(4-clorofenil)-N'-etoxicarboniltioureido (7), N-(3,4-diclorofenl)-N'-
etoxicarboniltioureido (8), N-feniltiourea (9), N-(3-clorofenil)tiourea (10), N-(4-clorofenil)tiourea
(11), N-3 4-diclorofenil)tiourea (12), se prosigui6 un procedimiento general de trabajo descrito por
Walchshofer. (1%).En primer lugar, el tiocianato de potasio se hizo reaccionar mediante una sustitucion
nucleofilica a grupo carbonilo, con el cloroformiato correspondiente. En este caso, el nucleéfilo fue
el tiocianato y el electrofilo el carbonilo del cloroformiato. Por la naturaleza bidentada del tiocianato
cabria esperar una mezcla de dos productos, el metoxicarboniltiociano (a) y el

metoxicarbonilisotiociano (b).

O
| |
c /c\
RO~ $C=N RO™ "N=C=S§
(a) ®)
+KCl +KCl
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Tanto en los trabajos previamente publicados, como en el nuestro, no se procedio a separar esta
mezcla de compuestos ( a y b ), para proseguir con el siguiente paso de reaccion, el cual consiste en
adicionar la anilina correspondiente a la mezcla anterior. En este segundo paso, el grupo amino se
adicioné nucleofilicamente a la especie electrofilica. Por las caracteristicas mencionadas en el primer

paso, se esperaba obtener la siguiente mezcla de productos:

RO—(l:—S—%'NH Ry RO—%—N—%‘NH 1
O N O S
! Rz Ry

H

@ @

En una publicacion de nuestro grupo (*%), donde se utilizé acetona anhidra como disolvente de la
reaccion, se obtenia la mezcla de productos anteriormente citado ( ¢, d y €), lo cual mermaba el
rendimiento del producto principal, el tioureido N, N'-disustituido {(€). En el presente trabajo de tesis,
se decidioé cambiar el disolvente acetona (constante dieléctrica 20.7) por acetonitrilo (constante

dieléctrica 3.88). Con este cambio, cuando la reaccion se llevo a cabo, el seguimiento en la
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cromatoplaca, solo mostraba, para todos los casos, un solo producto de reaccion. La suspension fue
separada por filtracion. El filtrado, se concentro evaporando todo el disolvente con la ayuda del
rotaevaporador, obteniéndose asi un solido de color amarillo. Al hacer esto se percibia un olor muy
picante, el cual se eliminaba al lavar con una solucion al 3% de carbonato de sodio (Na,CO,). El
solido se lavo después con agua destilada hasta pH neutro.Se dejo secar el solido durante una
noche. Se hicieron pruebas de solubilidad hasta encontrar el disolvente ideal, en el cual se recristalizo

la totalidad del sélido obtenido.

La solucion de carbonato de sodio (Na,CO,) con la cual se hicieron los lavados se veia amarilla, por
lo que se hicieron 3 extracciones con acetato de etilo, para reobtener el producto que se hubiera
disuelto en la solucion de carbonato de sodio (Na,CO,). Se junté la fase organica (acetato de etilo)
después de cada una de las extracciones y se seco con sulfato de sodio anhidro (Na,SO, anhidro).Se
filtré y posteriormente concentré en el rotaevaporador con lo cual se obtuvo un solido amarillo el
cual se recristalizé del disolvente correspondiente.Se hizo cromatografia en capa fina comparando
la materia prima, €l solido obtenido de la extraccion con acetato de etilo y el solido obtenido al lavar

con Na,CO,, obteniendo el mismo R, para los solidos probados y diferente R, para la materia prima.

Los sblidos obtenidos como tioureidos N,N'-disustituidos presentaron bandas en el espectro de

infrarrojo que los identificaron como tales (*€).

Compuestos Tioureido Uretano
3 o
| _H ||
—CN RO-C-NH-R
1-8
3150-3182 cm™ 1710-1730 cm™
1550-1582 cm™ (banda amida II) | 1520-1553 cm™(banda amida II)
1240-1255 cm™ (C=S) 1030-1040 cm™ (C-0)
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Los datos de IR no dan sefiales que pudiesen presentar compuestos del tipo: RO-TSTNH-Ar
tales como 1690 cm™ para RCOSR, 6 3400-3300 cm™ para C=NH. O NH

Asimismo, los datos obtenidos muestran que el tioureido N,N -disustituido no se encuentra como
mezcla tautomérica tioceto-tioenol por la ausencia de la banda a 2415 cm™ (amplia) en todos los

casos, ().

En relacion al espectro de "H RMN, todos los tioureidos N,N'-disustituidos mostraron dos singuletes
a campos bajos (> 8 ppm) que desaparecen con D,0 y que se asignaron a los protones unidos a
nitrogenos. los compuestos no halogenados (1 y 5) mostraron sefiales en los patrones aromaticos en
forma compleja como era de esperarse en anillos monosustituidos con grupo protector-desprotector
de protones aromaticos. Los desplazamientos fueron asignados para protones p>o,m, de campos
bajos a campos altos.

En cuanto a los tioureidos monoclorados con sustitucion en relacién 1-4 (compuestos 3 y 7), los
protones aromaticos presentaron el sistema A,X,, donde el atomo de cloro desprotege a los protones
que estan en posicion orto con respecto a él, desplazando sus sefiales a campos menores; en tanto que

el atomo de nitrogeno ejerce el efecto contrario.

Cuando la disustitucion fué 1-3 (compuestos 2 y 6), en ambos casos se presenté el sistema ABCD

en los protones del anillo aromatico y fueron asignados de la siguiente forma:

-_—-
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He
H Hd Compuesto 2 si R=CH3
Compuesto 6 si R =CH2CH3
d NH-(":'NH-(".':OR
Ha
Compuesto H, H, H, H, CH, CH,
2 7.74 7.50 7.32 7.24 -- 3.92
6 7.83 747 7.39 7.29 420 1.24

Los valores medios aqui presentados se asignaron en base a los patrones de acoplamiento que

presentan los diferentes protones en €l compuesto.

Los compuestos diclorados (compuestos 4 y 8) mostraron las sefiales de las porciones alquilicas como
se esperaba. No obstante en la region de los anillos aromaticos, el sistema ABX esperado no se
mostré con claridad. Para los compuestos 4 y 8 se presento un doblete a 7.95 ppm que integra para

un proton a H-5

Hs
Cl He Compuesto 4 s1 R = CH3
Compuesto 8 si R = CH2CH3
d NH‘%‘NH'E‘OR

H2 S

e
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Las sefiales para H-2 y H-6 se presentaron pricticamerte juntas en 7.51ppm, en una sefial que integra

para dos protones.

Los datos de *C RMN para los compuestos concuerdan con lo esperado. El grupo carbonilo en todos
los casos se presenté en 152-153 ppm, el grupo tiocarbonilo entre 177-178 ppm.Los carbonos sp’
correspondieron a la porcion alquilica de los tioureidos N,N'-disustituidos. Los carbonos sp® de los

anillos aromaticos se asignaron en base a sus desplazamientos y a experimentos HETCOR.

Los espectros de masas por impacto electronico presentaron en todos los casos el ion molecular (M+)

acorde a lo esperado.

HIDROLISIS DE TIOUREIDOS

Se elabord una solucion de NaOH al 4% en metanol ( si el tioureido a hidrolizar era metoxilado) o
etanol ( si el tioureido a hidrolizar era etoxilado).

Se coloco el tioureido a hidrolizar en un matraz al cual se le agregé acetona y se calenté en bafio
Maria hasta disolucion. Una vez disuelto se agregé la solucion de NaOH preparada, agitando y en
bafio Maria con esto se observa la formacion de un precipitado blanco que aumentd con respecto al
tiempo.Se hizo cromatografia en capa fina para observar que ya no hubiera materia prima, y
posteriormente se filtré el contenido del matraz. A el filtrado se le coloc en un vaso de precipitados

y se dejo cristalizar.

A el solido obtenido se le adiciono agua y HCI hasta pH 3, obteniéndose asi una solucién la cual se
le hicieron extracciones con acetato de etilo, para recuperar la tiocarbamida que hubiera podido estar
atrapada en el solido original. A la fase orgénica (acetato de etilo) se le adiciono sulfato de sodio
anhidro para eliminar el agua y se filtré para que quedara libre del sélido (sulfato de sodio).El filtrado
se concentro en el rotaevaporador hasta sequedad. Se obtuve un liquido viscoso el cual se dejé para

que cristalizara.

—_——— e
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Se hizo una cromatografia en capa fina con los cristales obtenidos del filtrado de la hidrélisis del
tioureido y de los cristales del solido obtenido de la extraccion del sélide de la hidrélisis,
obteniéndose el mismo R,y el mismo punto de fusion, por lo cual, podemos asumir que era el mismo

COmpuesto.

Las tioureas se obtuvieron con la hidrolisis de los tioureidos etoxilados debido a que al hidrolizar los
tioureidos metoxilados se obtuvo una sal (La cual puede ser NaOH ¢ NaHCO,; o Na,CO,, la que
tenia un p.f. mayor a 250 °C), la cual no podia separarse porque al tratarla con agua se disclvia
también la Tiourea porque puede haber estado también en forma de sal (ver esquema) vy los

rendimientos de estas fué¢ imposible determinarlo porque se estaba pesando las tioureas con la sal.

R R,
_—
Ry NH-C-NH, Rz NH-C=NH
5 eNg
Donde:
N-( 3<clorofeniljtiourea SiR,=H yR,=Q
N-( 4-clorofenilitiourea SiR,=Cl yR,=H
N+ 3, 4-diclorofenilitionrea SiR;=C yR,=Cl
N -Feniltiourea SiR =H yR,=H

Al observar
la solubilidad de las tioureas podemos percatarnos que es insoluble en metanol frio y parcialmente
soluble en metanol caliente, y el metanol era el disolvente en la primera hidrélisis, ya que el tioureido
a hidrolizar era metoxilado, haciendo que al formarse la tiourea como producto se precipitara junto
con las sales haciendo muy dificil su separacion.Por el contrario, estos compuestos en etanol si son
parcialmente solubles en etanol frio y solubles en etanol caliente haciendo que se pudiera recuperar

mas facilmente la tiourea obtenida.
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Al comparar los R,obtenidos, se puede observar que el compuesto menos polar de los tioureidos s
el N-Fenil-N'-etoxicarboniltioureido (comparado con sus tioureidos homoélogos), y esto puede ser
debido a que tiene en su cadena lateral 2 atomos de Carbono y no tiene Cloro en el anillo aromatico
que pueda contribuir a su polaridad. En cuanto al mas polar es el N-(3,4-diclorofenil)-N'-
metoxicarboniltioureido y esto puede estar debido a que en su cadena lateral es de 1 atomo de
Carbono y tiene 2 Cloros en el anillo aromatico que contribuyen a su polaridad. Cabe mencionar que
estos R, estan tomados todos con la misma fase moévil (Hexano: Cloroformo: Acetato de Etilo
50:35:15).

En los compuestos con monosustitucion con Cloro en el anillo aromatico, tanto para los Tioureidos
Metoxilados, para los Tioureidos Etoxilados y las Tioureas se observa que es mas polar el compuesto
con el Cloro en posicion 4 (para) que en posicion 3 (meta) y esto puede estar dado porque el
momento dipolo en el compuesto con el Cloro en posicion 4 es mayor al momento dipolo en el
compuesto con el Cloro en posicion 3.

En cuanto a las tioureas se observa que la menos polar es la N-Feniltiourea y la mas polar la N-(3,4
diclorofenil)tiourea, siendo de las tioureas monocloradas en las posiciones 3 y 4 mas polar la Tiourea
con el Clorc en posicién 4 probablemente por lo citado anteriormente.

Los rendimientos obtenidos son aceptables ya que estan por arriba del 50 % viendo que los
compuestos con mejor rendimiento en bruto fué el del N-(3 Clorofenil)-N'-metoxicarboniltioureido
y el N-(4 clorofenil)-N'-metoxicarboniltioureido con un 99.4%y 94.21% respectivamente, asi como
para las tioureas N-(3 clorofenil)tiourea y N-(4 clorofenil)tiourea con 97.25% cada una.

Los compuestos con rendimiento mas bajo fueron la N-(3,4 diclorofenil)tiourea y la N-Feniltiourea
con 64.93% y 73.84% respectivamente.

Todos los compuestos son insolubles en Hexano en frio y en caliente. Muy solubles en Acetona en frio
y en caliente y parcialmente solubles en Metanol y Etanol en frio y Muy solubles en estos disolventes
en caliente. Al llevar a cabo la recristalizacién, se eligio uno de los disolventes Etanol o Metanol

dependiendo de en cual quedaba un mejor cristal.

ﬁ
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B. PARTE BIOLOGICA.
TIEMPO DE INCUBACION Y MEDIOS EMPLEADOS.

Al hacer nuestros ensayos con Artemia salina, no empleamos el medio salino comercial Instant
Ocean®, sino dos medios salinos, los cuales son Solucion Salina (SS) y Solucion Salina con buffer de
Fosfatos (PBS), con lo cual se queria ver el efecto de los mismos en los resultados del ensayo; estos
medios fueron tomados de la referencia (*). Aunque en ambos medios, SS y PBS se observan las
mismas tendencias, podemos observar, como se habia propuesto, que un medio de cultivo puede
proteger a los organismos de estudio ( Artemia salina. Leach) de la actividad toxica de un compuesto
(%), este es el caso de la solucion salina, medio en el cual, se obtuvieron unas CL,, mayores a las CL,,
obtenidas en el medio de PBS para el mismo compuesto, por ejemplo para el caso del compuesto
comercial Albendazol, fa CL, obtenida en el medio de PBS fué de 86.16 pumolV/mL y la CLs,
obtenida en el medio de SS fué de 13720 pumol/mL.Al graficar el porciento de organismos
sobrevivientes contra la concentracién para cada uno de los compuestos en ambos medios, podemos
observar que para todos los compuestos se presenta un efecto protector del medio de solucion salina,
en el cual, a una misma concentracion hay una menor mortalidad en este medio que en el de PBS (Ver
graficas 13-24 en el apéndice.). Esto, por un lado lo podemos explicar, debido a que en el medio de
SS tenemos una concentracion de sales mayor que en el medio de PBS, y debido a esto, los
compuestos probados en este medio tenian una solubilidad menor que en el medio de PBS, asi las
artemias estaban expuestas a concentraciones reales menores de dichos compuestos que en el medio
de PBS, por otro lado, tenemos que en el medio de SS, se tiene también una fuerza idnica de 0.5883
mol/L mayor a la fuerza ionica en el medio de PBS la cual es de 0.167766 mol/L.

En la referencia (°), se propone una reduccion del tiempo de incubacion, sin embargo observamos que
la sobrevivencia de Artemia salina en los medios fué muy buena, tanto para SS como para PBS, ya
que en los blancos empleados tuvimos a todos los organismos en estudio con vida hasta 48 horas

después de haber concluido el ensayo.

#ﬁ
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En estos ensayos se monitore6 el pH inicial (antes de agregar el compuesto) y el pH final (después
de agregar el compuesto), con lo cual cbservamos que este varia debido al cosolvente empleado para
la disolucion del compuesto a probar ( cosotvente: DMSQ), ya que esta variacién también se presenta
en el blanco empleado el cual carece de compuesto de prueba, sin embargo esta variacion de pH no
afecta nuestro ensayo, y esto lo podemos comprobar debido a que también se presenta en los blancos,
en los cuales tenemos una sobrevivencia del 100% de los animales en estudio hasta 48 horas después

de haberlo concluido.
ALBENDAZOL Vs COMPUESTOS SINTETIZADOS.

Al comparar la CL,, del Albendazol en el medio de PBS con las CLs, de los compuestos
sintetizados en este mismo medio, notamos que hay un aumento en la toxicidad de los compuestos
1,2,3,4,5,6,7y 8 (tiourcidos sintetizados) con respecto al Albendazol, con lo cual se tiene que
el compuesto mas toxico es el 4 presentando una CL, de 1.95 pmol/mL en este medio, pero en el
caso de los compuestos 9, 10, 11 y 12 (tioureas sintetizadas) hay un decremento en la toxicidad con
respecto al Albendazol, en los cuales sus CL,, oscilan entre 128 y 441 pmol/mL, esto esta dado
porque, para que se presente la toxicidad de manera contundente, debe estar presente una similitud
con los bencimidazoles 2-carbamato de metilo, el cual muestra una actividad preferencialmente

antiparasitaria de amplio espectro.

R S o R T
\©\ >_N HCOC H3 \@KNH'C'OCH:;
" ¥
H

I
H

Tiouredo N N'-disustituido Bencimdazol-2-carbamato de metilo.

ﬁ
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En el caso de comparar la CL, del Albendazol en ¢! medio de SS con las CLs, de los compuestos
sintetizados en este mismo medio, podemos observar que todos los compuestos (tioureidos y
tiocarbamidas) presentan una toxicidad mayor al compuesto de referencia, sin embargo menores con
respecto a si mismos pero en el medio de PBS. Esto, como ya lo habiamos visto en el efecto del
medio, se debe a que el Albendazol es muy insoluble en el medio de SS, con lo cual su CLy, se
incrementa de manera significativa, haciendo que todos los compuestos sintetizados (que si son
solubles en este medio, aunque en menor grado que en el medio de PBS) tengan una CL, menor que
el Albendazol. Por lo anteriormente citado, logicamente la CL., de los compuestos sintetizados en
el medio de PBS es menor que la CL., obtenida en el medio de SS. En este medio, el compuesto con

mayor toxicidad es también el 4 con una CLs, de 7.73 pmo¥/mL.

En este ensayo también se probo el compuesto comercial Metronidazol, del cual no se obtuvo su CL,,
por no presentarse muerte de las artemias, debido a que su mecanismo de accion esta dado por su
grupo nitro, el cual actiia como aceptor de electrones, llevandose a cabo la reduccion del mismo,
desviando de esta manera los electrones de su via normal productora de energia, y la Artemia salina
no lleva a cabo la nitroreduccion, motivo por el cual no resiente la toxicidad del compuesto y no
muere. Este compuesto se empled a manera de control negativo. Al poner el Metronidazol en los

medios de ensayo este compuesto se precipita cast por completo por su insolubilidad en los medios.

INTRODUCCION DE CLORO.

Al comparar la molécula original sin cloro (compuestos 1, 5y 9) y compararlos con los compuestos
clorados analogos, podemos observar que el cloro tiene un efecto electronico con propiedades de
electron atrayente. Este efecto electronico tiene una marcada influencia en la toxicidad, haciendo que

las moléculas cloradas tengan, en general, mayor toxicidad que sin sustitucion por cloro.

ﬁ
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POSICION DEL CLORO.

De los resultados obtenidos podemos observar que los compuestos 1,5 y 9 (tioureidos y
tiocarbamidas sin sustitucion por cloro), fueron los que presentaron menor toxicidad para el medio
de PBS, al observar su solubilidad, estos compuestos muestran la maxima solubilidad en
comparacion de los compuestos clorados de su misma serie, sin embargo su bajo efecto puede estar
relacionado con la densidad electronica, ya que, al ir introduciendo cloros (el cual tiene un efecto

inductivo de electrén atrayente, al igual que la tiourea), se incrementa la toxicidad del compuesto.

Al tomar como referencia a los compuestos 1, 5 y 9 podemos observar que en el caso de los
tioureidos metoxilados y etoxilados, al introducir un cloro al anillo aromatico, se incrementa la
toxicidad, y tiene un efecto mayor en la misma la monosustitucién por cloro en el compuesto en
posicion 4 que el compuesto que tiene el cloro en posicion 3, esto se puede explicar debido a que
la solubilidad para los compuestos con el cloro en posicion 4 es mayor en ambos medios que para el
caso de los compuestos con el cloro en posicion 3, ya que el coeficiente de reparto en ambos casos
es el mismo.

En el caso de las tioureas vemos que el resultado es al revés, teniendo una mayor toxicidad el
compuesto 10 que el 11, y al observar sus respectivas solubilidades observamos que la solubilidad
para el compuesto 10 ( en ambos medios) es por mucho mayor que la solubilidad registrada en el caso
del compuesto 11, ya que también en este caso ambas tioureas tienen el mismo coeficiente de

reparto.

Al comparar el efecto de 1a doble sustitucion por cloro en el caso de el compuesto 8, con respecto
a los compuestos 6 y 7, vemos que hay un aumento real en la toxicidad al aumentar la sustitucion por
cloro, en ambos medios (SS y PBS), podemos apreciar que el compuesto con la mayor toxicidad es
el 8, y esto se puede explicar ya que, con respecto a la solubilidad el compuesto 8, presenta una
concentracion mayor en ambos medios que para el caso de los compuestos con monosustitucion por
cloro 6 y 7, a demas de que hay un mayor efecto inductivo en el anillo aromético, ocasionado por la

doble sustitucion por cloro y la tiourea sustituida unida también al anillo aromatico.
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En el caso de los tioureidos metoxilados, 1a toxicidad con la introduccion del segundo cloro también
varia de manera considerable como en el caso de los tioureidos etoxilados, ya que observamos gue
el compuesto con 1a mayor toxicidad sigue siendo el compuesto diclorado 4, observandose esto tanto

para el medio de SS como para el de PBS.

Con las tioureas podemos percatarnos de que el efecto de la sustitucion por cloro es diferente, es
decir, con respecto al compuesto 9, el hecho de no tener la estructura del metoxi ¢ etoxicarbonilo,
lo hace menos activo que los tioureidos disustituidos, sin embargo, al introducir un cloro como en
el caso de los compuestos 10 y 11, vemos que el compuesto mas toxico de estos dos es el 10, y como
ya lo habiamos explicado antes, esto, es debido a la solubilidad, ya que encontramos una

concentracion mayor en €l medio en el caso del compuesto 10 que en el compuesto 11.

Al comparar el compuesto 12 con los compuestos 10y 11, vemos que la toxicidad es menor, y esto
no es debido a la solubilidad, ya que aun cuando es mas soluble que el compuesto 11, aun asi su CLy,
es menor, al comparar el efecto inductivo de los compuestos 10, 11 y 12, podemos observar que el
efecto inductivo del compuesto 12 es mayor por tener doble sustitucion por cloro que en el caso de
los otros dos compuestos, con lo cual observamos que es necesario que exista una cierta densidad
electronica en el anillo aromatico, 1a cual es desfavorable desde la monocloracion de la feniltiourea
en posiciones 3 6 4, que muestra baja toxicidad y que al introducir un segundo cloro para hacer la
dicloracion en posiciones 3 y 4, se modifica aun mas esta densidad electronica haciéndola mas

desfavorable, decrementando asi mas su toxicidad.

%‘ENH: ‘C'/"©\o\m1<g:-uu2

Conpuesto 10
Compuesto 9 o
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Campuesto 11

Debido a lo anterior, podemos observar que, es necesario que la tiourea tenga una cierta densidad
electronica, lograda con la monosustitucion por cloro en las tioureas, y al tener un grupo metoxi o
etoxi carbonilos ( los cuales también son electro atractores), se asegura en buena manera que la

molécula tenga cierta toxicidad en estos compuestos.

Para las tioureas, en el medio de solucion salina y para el caso de la N-feniltiourea en el medio de
PBS no se registra la concentracion letal 50 debido a que a las concentraciones probadas no se
registré muerte de la Artemias salina en estos medios, y no se afin6 la concentracion elevando la
misma, debido a que se estaba buscando a los compuestos con toxicidad a las concentraciones de
prueba y los compuestos de la serie con mayor toxicidad y con este simple ensayo se observo que
estos compuestos tienen una toxicidad menor que cualquiera de los compuestos probados de la misma

serie.

CADENA LATERAL.

Podemos observar que los compuestos con menor toxicidad son las tioureas, esto se presenta en
ambos medios, y esto puede estar dado porque, la tiourea debe estar disustituida, y una de las
sustituciones debe ser con un metoxi o etoxi carbonilo, para formar la estructura del tioureido

disustituido que es similar a la estructura del carbamato de alquilo, y asi ser toxica.
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Al comparar la introduccién del etoxi carbonilo con la introduccion del metoxi carbonilo en la tiourea,
no se tiene una tendencia establecida, ya que para los compuestos sin sustitucion por cloro y los
compuestos con el cloro en posicion 3, podemos advertir que es mejor la introduccion del etoxi
carbonilo en la tiourea ya que se presenta una mayor toxicidad que en el caso de la introduccion del

metoxi carbonilo.Esto se presenta en ambos medios.

En el caso de los compuestos con cloro en las posiciones 3 y 4, nos damos cuenta de que es la
introduccién del metoxicarbonilo al presentarse una mayor toxicidad que en el caso de la introduccion

del etoxicarbonilo, esto también en ambos medios.

Sin embargo en el caso del compuesto con el cloro en posicion 4, en €l medio de solucion salina es
mejor la introduccion del etoxicarbonilo que la introduccion del metoxicarbonilo, pero en el medio

de PBS, es mejor la introduccion del metoxicarbonilo que el del etoxicarbonilo.

Con lo anterior, podemos observar que es necesario que exista un grupo similar al carbamato, como
es el tioureido disustituido, para tener una adecuada toxicidad, sin embargo, la diferencia que da el
grupo metilo o etilo, solo es en la lipofilia de la molécula, ya que la contribucién que hace a la

toxicidad es al azar.

Se recomienda la halogenacién (Cloracion) de anillos aromaticos en sustancias activas en donde se

espera que su accion biologica sea prolongada. ( >= 12 H).

N ———————————
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CONCLUSIONES.

En los objetivos de trabajo se habia planteado la sintesis de doce compuestos, asi como la
determinacion de sus constantes fisicas, que fué motivo de esta tésis y con lo cual llegamos a lo

siguiente:

-Se logro sintetizar doce compuestos, ocho tioureidos y cuatro tiocarbamidas, los cuales fueron

identificados con sus espectros de IR, 'H RMN, C RMN, y espectrometria de masas.

-Se determiné R, , punto de fusion, asi como solubilidad en distintos disolventes organicos a cada

uno de los compuestos sintetizados.

En la hipétesis de trabajo se habia planteado que los tioureidos que N,N- disustitmidos podian
presentar actividad téxica en Artemia salina, semejante a la del Albendazol, y que la solubilidad de
estos compuestos seria mayor a la del Albendazol, con este trabajo de tesis, cbservamos que la

hipotesis de trabajo es correcta, lograndose a demas los siguientes puntos:

-El medio empleado en las pruebas de toxicidad influye en la respuesta de los organismos en estudio,
viéndose una menor mortalidad en el medio de SS que en el medio de PBS, debida a la solubilidad

de los compuestos en estos medios.

-Con respecto al Albendazol, los compuestos sintetizados tienen mayor toxicidad.

-Con respecto a los compuestos 1 y 5, (tioureidos no clorados), observamos que al ir introduciendo
cloros, se aumenta la toxicidad para estos compuestos, teniendo una mayor toxicidad con la

monocloracion en posicion 4 que en posicion 3, y lograndose una toxicidad ain mayor con el

compuesto diclorado en posiciones 3 y 4.

W
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-Con respecto a el compuesto 9 (tiourea no clorada), al ir introduciendo cloros, aumenta la toxicidad,

pero ésta cae bruscamente al introducir un segundo cloro en la molécula.
-Se observa que es necesario que exista un grupo similar al carbamato, como es el tioureido
disustituido, para tener una adecuada toxicidad, sin embargo, la diferencia en la cadena lateral sélo

es en la lipofilia de la molécula.

-Se recomienda la halogenacion (Cloracion) de anillos aromaticos en sustancias activas en donde se

espera que su actividad biologica sea prolongada. (>6= 12 H).

W
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TECNICAMENTAL PARA LA ELABORACION DE TIOUREIDOS.
A PARTE QUIMICA.

1.- Se colocéd en un matraz 50 mL (24/40), adaptado con un agitador magnético, la cantidad indicada
en la tabla 7 de tiocianato de potasio (KSCN), el acetonitrilo y una trampa anhidra. Se dejo en

agitacion durante 30 minutos.

2.~ Al pasar el tiempo de agitacion, se agregé a temperatura ambiente y gota a gota con la ayuda de
un embudo de adicion de presiones igualadas, la cantidad indicada en la tabla 7 del cloroformiato de
metilo previamente diluido 1:1 con acetonitrilo. Se dejé en agitacion la mezcla durante un periodo

de dos horas.

3.- Después de ese tiempo se agregd poco a poco el compuesto de anilina (CDA), correspondiente
al ureido a elaborar, en la cantidad indicada en la tabla 6, previamente disuelto (o diluido) 1:1y se

dejo en agitacion durante 20 horas.

4.- Una vez transcurrido el tiempo de agjtacién, se observo una suspension de un solido amarillo claro

en un liquido amarillo oscuro. Se tomé muestra para hacer cromatografia en capa fina.

5 - Cuando ya no se observé materia prima en la cromatoplaca, se quité la trampa de humedad. Se

filtrd al vacio con ayuda de un matraz Kitassato de 250 mL y un embudo Buchner con alargadera.

6.- Fl solido obtenido se coloco en un vaso de precipitados de 50 mL y se le adicionaron 30 mL de
acetonitrilo. Se agit6 con agitador de vidrio y se filtro al vacio con ayuda de un matraz Kitassato de
100 mL y un embudo Buchner con alargadera. El solido obtenido se desechd y el filtrado resultante

se juntd con el obtenido en el paso 5.

= — et ——————————
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TABLA 6 COMPUESTOS DE ANILINA (CDA)
COMPUESTO DE CANTIDAD EN PESO MOL CANTIDAD EN
ANILINA (CDA) | MOL GRAMOS.
anilina 0.00783 93.00 0.73
3-cloroanilina 0.00783 127.57 1.00
4-cloroanilina 0.00783 127.57 1.00
3,4-dicloroapilina 0.00783 162.02 1.27
TABLA 7. -
COMPUESTO CANTIDAD EN PESO MOL CANTIDAD EN
MOL GRAMOS.
tiocianato de potasio 0.062 97 3.041
acetonitrilo -- -- 50 mL
cloroformiato de metilo 0.062 94 2.947
CDA 0.00783 Tabla 6 Tabla 6

7 - El filtrado obtenido se colocod en un matraz de bola de 250 mL (24/40) y se evaporé todo el

disolvente con la ayuda del rotaevaporador.

8.- Se elaboraron 100 ml de una solucién al 3% de carbonato de sodio (Na,CO).

9.- Al eliminar totalmente el disolvente, se percibié un olor muy picante por lo que se le agregan 30

mL de la solucion al 3% de carbonato de sodio (Na,CO;).

w
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10.- Se agito6 el contenido del matraz y se filtré al vacio con ayuda de un matraz Kitassato de 150 mL
y un embudo Kirsch con alargadera. Se lavo con porciones de 20 mL de la solucion al 3% de
carbonato de sodio (Na,CO,) hasta completar los 100 mL preparados. Se juntaron los filtrados.
11.- Después de evaporar el disolvente, se obtuvo un solido el cual se lavé con agua hasta pH neutro.
12.- Se dejo secar el solido durante una noche y se anotd el peso obtenido.

13.- Se hicieron pruebas de solubilidad hasta encontrar el disolvente ideal para la recristalizacion .

14.- Se recristalizo la totalidad del sélido obtenido en el punto 12.

15.- El filtrado obtenido en el punto 10 se extrajo 3 veces con porciones de 30 mL de acetato de etilo,

en el cual se juntaron las fases organicas.

16.- A la fase organica obtenida se agregé sulfato de sodio anhidro y se filtrd con ayuda de un matraz
Kitassato de 50 mL y un embudo Kirsch con alargadera.

17.- El filtrado obtenido en el punto 16 se coloc en un matraz de bola (24/40) y se concentrd con

ayuda del rotaevaporador hasta sequedad. Se obtuvo un s6lido amanillo.

18 - Se colocé el solido obtenido en el punto 17 en un vaso de precipitados de 50 ml y se recristalizo

en ¢l disolvente ideal encontrado en el punto 13.

19.- Se anoto el peso de los cristales obtenidos y se saco rendimiento.
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TECNICA EXPERIMENTAL PARA LA ELABORACION DE
TIOCARBAMIDAS.

1.- Se elaboraron 100 mL de NaOH al 4% en metanol ( si el tioureido a hidrolizar era metoxilado)

o etanol ( si el tipureido a hidrolizar era etoxilado).

2.- Se coloco 0.5 gramos del tioureido a hidrolizar en un matraz Erlenmeyer de 50 mL .Se agregé

5 mL de acetona y se dejo calentar en bafio Maria hasta disolucion.

3.-Se agrego 5 mL de la solucidn preparada en el punto nimero 1.Se continu6 el calentamiento y la

agitacion. Se observo la formacion de un precipitado blanco que aumenté con respecto al tiempo.

4.- Se tomo una muestra para elaborar una cromatografia en capa fina.

5.- Cuando ya no se observé materia prima en la cromatoplaca, se filtrd el contenido del matraz con

la ayuda de un matraz Kitassato de 50 mL y un Kirsch con alargadera.

6.-El filtrado se coloco en un vaso de precipitados de 50 mL, se tapd con parafilm y se dejo

cristalizar.

7.- El solido obtenido se coloco en un vaso de precipitados de 100 mL, y se le adicionaron 2 mL de

agua, se agregd HCl al 0.1 N hasta pH 3.

8.- A la solucion anterior se le hicieron extracciones con 3 porciones de 30 mL de acetato de etilo.

Se juntaron las fases organicas.

9.- A la fase organica obtenida en el punto 8 se le adiciond sulfato de sodio anhidro y se filtré con

ayuda de un matraz Kitassato de 100 mL y un embudo Kirsch con alargadera.
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10.- El filtrado se colocd en un matraz de bola de 100 ml (24/40) y se concentrd con la ayuda de un

rotaevaporador hasta obtener aproximadamente 3 mL.

11.- Se coloco el liquido obtenido en el punto 10 en un vaso de precipitados de 50 ml. Se tapo con

parafilm y se dejo cristalizar.

12.- Se hizo una cromatografia en capa fina con el solido recristalizado en el punto 6, el sélido

obtenido en 11 y la materia prima.

TESIS GABRIELA MARTINEZ 88



TLONICASUENTALLS

TECNICA EXPERIMENTAL PARA LA ELABORACION DE
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA PARA TIOUREIDOS.

1.- En un frasco vial se coloco 0.1 gramo del compuesto de anilina correspondiente (CDA) y se
agreg6 1 mL de acetonitrilo y 5 mL de etanol. Esta mezcla se tom6 como materia prima de referencia
(MR).

2.- Se elimino la agitacion y esperé unos 3 minutos hasta ver la separacion de las fases solida y
liquida.

3.- Se marco con un lapiz de manera tenue aproximadamente a 1 cm. del borde de la placa una linea
y se pintd los puntos de aplicacion M (muestra del sobrenadante), MR (compuesto de anilina
correspondiente) y 1:1, que corresponde a un punto medio y se colocé un toque de M y otro de MR,
4 - Se tomé la muestra con un aplicador del sobrenadante o fase liquida de la reaccion.

5.- Se coloco la muestra en los puntos M y 1:1.

6.- Se tomo con un aplicador limpio muestra de referencia y se coloco en los puntos MR y 1:1

7.- Se coloco la placa en la estufa durante 5 minutos.

8.- Se preparo la camara de elucién colocando un rectangulo de papel filtro en el interior y la fase
movil. Se tapo y se dejo saturar.

9.- Se coloco la placa en el interior de la camara de elucion y se dejé eluir totalmente.

10.- Se observé en la lampara U.V. y se marcé con un lapiz las manchas observadas.

11.- Se calculd el R,

Fase movil empleada: hexano:cloroformo:acetato de etilo 50:35:15. (Sistema I).

ettt b ———————ee
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TECNICA EXPERIMENTAL PARA LA ELABORACION DE
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA PARA TIOCARBAMIDAS.

1.- En un frasco vial se coloco 0.1 gramo del compuesto del ureido correspondiente y se agrego6 3
mL de acetona 5 mL de metanol ( si el tioureido era metoxilado) o etanol ( si el tioureido era
etoxilado).Esta mezcla se tomd como materia prima de referencia (MR).

2.- Se marco con un lapiz de manera tenue aproximadamente a 1 cm. del borde de la placa una linea
y se pintd los puntos de aplicacion M (muestra del sobrenadante), MR (compuesto de anilina
correspondiente) y 1:1, que corresponde a un punto medio y se coloco un toque de M y otro de MR,
3.- Se tomé con un aplicador limpio una muestra de la mezcla de reaccién agitando la misma.

4.- Se colocd la muestra en los puntos M y 1:1.

5.- Se tomo con un aplicador limpio muestra de referencia y se coloco en los puntos MR y 1:1.

6.- Se preparo la camara de elucion colocando un rectangulo de papel filtro en el interior y la fase
movil. Se tapo y se dejo saturar.

7.- Se colocd la placa en el interior de la camara de elucion y se dejé eluir totaimente.

8.- Se observo en la lampara U.V. y se marcé con un lapiz las manchas observadas.

9.- Se calculo el R,

Fase movil empleada: cloroformo : metanol 98:2 (Sistema V).
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B. PARTE BIOLOGICA.

TECNICA EXPERIMENTAL PARA LA ELABORACION DE LA PRUEBA
CON Artemia salina.Leach.

1.- Se elabord un litro de medio salino comercial Instant Qcean®, Aquarium Systems, en una
proporcion de 37.7 gramos por cada litro de agua destilada.

2.- Se elabor6 un medio salino que contenia:

23.0 gramos de NaCl
11.0 gramos de MgCl,.6H,0
4.0 gramos de Na,SO,
1.3 gramos de CaCl,.2H,0
0.7 gramos de KCl
Se disolvio en el prden indicado en la lista anterior y se aforé en un litro de agua destilada ajustando
el pH a 9.0 con Na,CO,. Se etiquetd perfectamente el medio.

3.- Se elabord un medio salino con buffer de fosfatos que contenia:

8.0 gramos de NaCl

0.2 gramos d¢ KCl

2.9 gramos de Na,HPO, 12H,0

0.2 gramos de KH,PO,

0.7 gramos de KCl
Se disolvio en el prden indicado en la lista anterior y se afor6 en un litro de agua destilada ajustando
el pH a 7.2 con HCl. Se etiquet6 perfectamente el medio.
4 - Los huevecillos de artemias fueron colocados en un vaso de precipitados de 50 mL, y se le
adicionaron 30 mL de etanol al 70%.Se agit6 durante dos minutos y después se filtré con ayuda de
un embudo de filtracion rapida. Se enjuagarcen con 100 mL. de medio salino comercial preparado en

el punto numero 1.

ﬁ
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5.- Todo el material usado para este ensayo fué lavado con alcohol al 70%.

6.- En un frasco se colocaron 200 mL de medio salino comercial y se oxigenaron durante una hora
con la ayuda de un oxigenador para pecera.

7.- Se colocé un bafio Maria con temperatura controlada entre 28-30 °C.

8 - Transcurrida 1a hora de oxigenacion del medio, se suspendié y se coloco el frasco dentro del bafio
Maria para que llegara a la temperatura de 28-30 °C.

9.- Una vez que se llego a la temperatura de 28-30 °C, se colocaron en el frasco los huevecillos ya
lavados en un medio salino comercial en una proporcion de 0.1 gramos por cada 200 mL de medio.
10.- Se dejaron desarrollar durante 48 horas a la temperatura mencionada.

11.- Se pesd en balanza analitica 0.045 gramos del compuesto a probar.

12.- Se coloco el sélido en un matraz aforado limpio de 10 mL y se aforo con dimetilsulfoxido
(DMSO), con lo cual se tiene una solucion con concentracion de 4.5 mg/mL.

13.- De la solucién anterior se tomé 1 mL y se coloco en un otro matraz aforado de 10 ml. Se aforé
con dimetilsulféxido (DMSO), con lo cual se tiene una solucion con concentracién de 0.45 mg/mL.
14.- Las concentraciones a probar se consiguieron de la siguiente manera:

_Para una conc. de 0.5 ppm tomar 10 pL de la solucion con conc. 0.045 mg/ml+9 mL de medio
-Para una conc. de 1.0 ppm tomar 20 pL de la solucién con conc. 0.045 mg/mi+9 mL de medio
-Para una conc. de 5.0 ppm tomar 100 uL de la solucion con conc. 0.045 mg/mi+9 mL de medio
_Para una conc. de 10.0 ppm tomar 20 pL de la solucién con conc. 4.5 mg/ml+9 mL de medio
-Para una conc. de 15.0 ppm tomar 30 pL de la solucién con conc. 4.5 mg/ml+9 mL de medio
—Para una conc. de 20.0 ppm tomar 40 uL de la solucién con conc. 4.5 mg/ml+9 mL de medio
-Para una conc. de 25.0 ppm tomar 50 uL de la solucion con conc. 4.5 mg/ml+9 mL de medio

-Para una conc. de 50.0 ppm tomar 100 pL de la solucion con conc. 4.5 mg/ml+9 mL de medio

15.- Se etiquetd perfectamente los frascos viales utilizados.
16.- En una caja Petri se coloco medio salino (preparado en el punto 2), y se transfirieron las artemias

desarrolladas en el medio salino comercial.
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17.- En una probeta de 10 mL se colocaron 10 animales y se agregaron 9 mL de medio salino
{preparado en el punto 2).Se trasvasaron a uno de los viales. Se colocé la concentracion adecuada
del compuesto a probar con una micropipeta. Esto se hizo por triplicado.

18.- Se hizo un blanco colocando 10 animales mas 9 mL de medio salino (preparado en el punto 2)
y 100 uL de dimetilsulféxido (DMSO).Esto se hizo por triplicado.

19.- Se midi6 y registré el pH de cada una de las soluciones a diferente concentracion.

20.- Se colocé un costal encima de los frascos viales y se alumbrd con una lampara directo al cristal.
21.- Se dejo asi durante 12-17 horas y se leyé el niimero de sobrevivientes terminado el lapso de
exposicion.

22 - Una vez registrado el nimero de sobrevivientes, se filtraron las soluciones resultantes juntando
cada uno de los filtrados de la misma concentracién en un mismo frasco.

23 .- Se midio el pH final de estas soluciones y se registraron.

24.- Con la solucion inicial de 0.45 mg/mL se hizo un barrido en el espectrofotometro entre 200 y
400 nm. Registrar la A ..

25.- Se hizo una curva patron del compuesto a las concentraciones 0.5,1,5,10 y 25 ppm haciendo las
diluciones con gtanol absoluto. Se leyo a la A _,, registrada en el punto 24 y se anotaron las
absorbancias.

26.- Se ley6 ala A registrada en el punto 24 de las soluciones a las diferentes concentraciones de
el ensayo con Arfemia salina utilizando como blanco, ¢l blanco hecho en este mismo ensayo con el
medio salino y el dimetilsulfoxido.

27.- Se calculd la concentracion real que tienen cada una de las diferentes soluciones medidas.

28.-Se repitio de los pasos 16 al 27 pero con medio salino con buffer de fosfatos.

e ——— e e e ——————
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APENDICE/COEFICIENTES DE REPARTO.

COEFICIENTES DE REPARTO ()

@Lunc-mrcocn,
{6

HANSCH NYS LEO
(OCTANOL/AGUA)

CH, 2.15 1.9 1.9
CONH, , st -1.49 -1.26 -1.26
CONH, piguco -1.71 -1.99 -2.18

OCH, -0.47 -0.83 -

TOTAL -1.52 -2.18 -1.54
CI/©\NH'(I£:'NH'EO'CH3
HANSCH NYS LEO
(OCTANOL/AGUA)

CeH, 2.13 1.73 1.67
CONH, ;oo -1.49 -1.26 -1.26
CONH, g0 -1.71 -1.99 2.18

OCH, -0.47 -0.83 -

Cl oo 0.76 0.93 0.94
TOTAL -0.78 -1.42 -0.83




RO
NH'@‘NHE‘OCH;

APENDICE/COEFICIENTES DE REPARTO.
|

HANSCH NYS LEO
(OCTANOL/AGUA)

CH, 2.13 1.73 1.67
CONH, 4 oniseo -1.49 -1.26 -1.26
CONH, yieo 171 -1.99 2.18

OCH, -0.47 -0.83 .

Cl yomtteo 0.76 0.93 0.94
TOTAL -0.78 -1.42 -0.83 1
c
C:©\NH'(I£'NHE~O'CH3
HANSCH NYS LEO
(OCTANOL/AGUA)

CH, 2.13 1.48 1.67
CONH, oo -1.49 126 -2.18
CONH, 00 171 -1.99 -1.26

OCH, -0.47 -0.83 0

Cl yomtieo 0.76 0.93 0.94
Cl yamiteo 0.76 0.93 0.94
TOTAL -0.02 0.74 0.11




APENDICE/COEFICIENTES DE REPARTO.

@LNH'C'NH'C'O‘CH2CH3
i 6

HANSCH NYS LEO
(OCTANOL/AGUA)

CJH, 2.15 1.90 1.90
CONH, y oo -1.49 -1.26 -2.18
CONH, jisicco 173 -1.99 -1.26

OCH, -0.47 -0.83 0

CH, 0.5 0.70 0.89

TOTAL -1.02 -1.48 -0.65
Cl/©\NH'(‘i'NH'E0‘CH2CH3
HANSCH NYS LEO
(OCTANOL/AGUA)

CH, 2.13 1.73 1.67
CONH, e -1.49 -1.26 -2.18
CONH, 0 171 -1.99 -1.26

OCH, -0.47 -0.83 0

CH, 0.5 0.70 0.89

Cl oo 0.46 0.93 0.94
TOTAL -0.28 -0.72 0.06




APENDICE/COEFICIENTES DE REPARTO.

“OL
NHCNHCOCH,CH
s O

HANSCH NYS LEO
(OCTANOL/AGUA)

CeH, 2.13 1.73 1.67
CONH, 4o -1.49 -1.26 -1.26
CONH, g0 171 -1.99 -2.18

OCH, -0.47 -0.83 0

CH, 0.05 0.70 0.89

Cl yomsscn 0.76 0.93 0.94
TOTAL -0.28 -0.72 0.06
cl
Cl:©NH'§'NHE0CHzCH3
HANSCH NYS LEO
(OCTANOL/AGUA)

CeH, 2.13 1.48 1.44
CONH, oo -1.49 -1.26 -1.26
CONH, 4o 1.7 -1.99 -2.18

OCH, -0.47 -0.83 0

CH, 0.05 0.70 0.89

Cl pomtscn 0.76 0.93 0.94
Cl yomatico 0.76 0.93 0.94
TOTAL 0.48 -0.4 0.77




APENDICE/COEFICIENTES DE REPARTO.

NH'(I:'NH 2
HANSCH NYS LEO
(OCTANOL/AGUA)
C¢H; 2.15 1.90 1.90
CONH, , omitico -1.49 -1.26 -1.26
NH, 50 -1.19 -1.38 -1.54
TOTAL -0.53 -0.74 -0.90
ClI NH-CNH,
HANSCH NYS LEO
(OCTANOL/AGUA)
C(H, 2.13 1.73 1.67
CONHZMM '1.49 '1-26 ‘1.26
NH, yissco -1.19 -1.38 -1.54
Cl pomicio 0.76 0.93 0.94
TOTAL -0.21 0.02 -0.19
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APENDICE/COEFICIENTES DE REPARTO.,

Ci
NHCNH,
HANSCH NYS LEO
(OCTANOL/AGUA)
CsH, 2.13 1.73 1.67
CONH, . omatico -1.49 -1.26 -1.26
NH, Liitaico -1.19 -1.38 -1.54
Cl omitico 0.76 0.93 0.94
TOTAL -0.21 0.02 -0.19
e
cl NHCNH,
)
HANSCH NYS LEO
(OCTANOL/AGUA)

CeH, 2.13 1.48 1.44
CONH, yomstico -1.49 -1.26 -1.26
NH, i -1.19 -1.38 -1.54
Cl yromstico 0.76 0.93 0.94
Cl romitico 0.76 0.93 0.94
TOTAL 0.97 0.70 0.52




APENDICE/ GRAFICAS DE % DI SOBREVIVIENTES Vs CONCENTRACION.

GRAFICAS DE % DE SOBREVIVIENTES Vs. CONCENTRACION.

N-fenil-N'-metoxicarboniitioureido.
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APENDICE/ GRAFICAS DE % DE SOBREVIVIENTES Vs CONCENTRACION.

N-(4-clorofenil)}-N'-metoxicarboniltioureido.
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APENDICE/ GRAFICAS DE % DE SOBREVIVIENTES Vs CONCENTRACION.,

N-fenil-N'-etoxicarboniltioureido.
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APENDICE/ GRAFICAS DE % DE SOBREVIVIENTES Vs CONCENTRACION.

N-{4-clorofenil)-N'-etoxicarboniltioureido.
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APENDICE/ GRAFICAS DE % DE SOBREVIVIENTES Vs CONCENTRACION.

N-feniltiourea.
Compuesto 9
120
£ 100 'ﬂ ——————————
b4
I
o
2
€ B0fF------------"-—-—----- -~ ————
[)
=
I
n
A
Il e e
]
0.5 1 5 10 15
CONCENTRAGION (ppm)
Grafica 21
N-{3-clorofeniltiourea.
Compuesto 10
120
E 100
<
o
8 @0
-]
2
€ 60
o
§ 11 3 B
1 R
0
05 1 5 10 15
CONCENTRACION (ppm)
Grafica 22

TESIS GABRIELA MARTINEZ ZAPIEN. 109



APENDICE/ GRAFICAS DE % DE SOBREVIVIENTLS Vs CONCENTRACION.

N-(4-clorofenil)tiourea.
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APENDICE/ESPECTROS.

ESPECTROS
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. ESPECTROS.
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Espectro de '"H RMN del compuesto N-fenil-N’-metoxicarboniltioureido.
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ESPECIROS.

QL
NH<H:~NH<I:OCH_-,

s Q

F2
s LLLLY!

0]

70]

LR TR et S R ol e LU AN Rl L NI ot 50 B sel e sl ML S i 1 )

™
&t 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 a.s 4.0 2.5
fL (ppm)

'Espeétro HETCOR del compuesto N-fenil-N’metoxicarboniltioureido.
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Espectro HETCOR del compuesto N-fenil-N’metoxicarboniltioureido.
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ESPECTROS.
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Espectro de ! H RMN del compuesto N-(3,4 -diclorofenil)-N’metoxicarboniltioureido,
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Espectro de ' HRMN del compuesto N~(3,4 ~diclorofenil)-N’metoxicarboniltioureido.

TESIS GABRIELA MARTINEZ ZAPIEN 129




0tl 'NIIIVZ ZENLLEYN VT1IId8vD SISEL

- OPIRINONIUOGIBIIX 0}~ N-([TUSJOIO[IP- € )-N 03sanduiod [3p NIAY D 0109dsg

am._.. :.m.n

prv Y

woa as 09 Dt og B gaY BTl 02T peY 120 8 0s1” Dyt it
N P PP EEPIEPEEPEP WU EEPU A Sy S P SR

PR P NN RN E
_ Ll o

SZ8°2ET:
ZWET
E92’EST
omgedl

PEP'EST

¢LECOET

7 3

n_._va_._z.v_,_z/Q.u
ol

SOHLIMARY




SISHL

1€1 ‘NAIdVZ ZANLLIVIA VIIRIEYD

*0PI2INOT}[IUOQIBIIX0}aU-, N - (J1USJOIO[IP-{°E)-N o1sendwios [9p JJvV onoadsy

wdd o ok as e ane 0zY ort (]3¢ 11 4 002
1 L PERPYR [ U T T N N T W Lyt a1 .-I-n__b._.u__—m_..._-...-_-._....._.-..__..._—._..__._-_...._-.-_—.-l.___.-L
" MY V dlislite hradlgl X\ | ' | i _._... b
Y ] o J 1 ] b . ._. 1 ] d H Jily = o _h_.._ "
)
: m
&
-
V N F
ELTY T

2 LT

TEST

ersE
L19° EZL
24 s
E95° 58T
LEPEET
IR ALt

HITRL
INZ2
Nl

? 1

n=90.9=z.9=z/Q_u
12

RO ARG R




4

__NHIdVZ ZINLLYV W VTHIHEVD

1A
o w w m wo m ® e__ &m_ﬁ g_w m_m gw \
| | | | | | ] i ) L | J L | | . L 1
_ g T TR TR TR I3 T Tl
CT T T T
_ ;1B / mm
i | N o "
e Al o , 7l
s
19 .
02
e
.
? 1 il

nT_uo.uvz_,_.uz_z/ﬂvUM_u. /
(e
(o]

SOULIMASH




ESPIC :1'R OX

=
G
-136'69 -0'0ES
% -1%£'09 0'g19 -i85°59 10°919 g
- Y -.ISG'FV :U'aw
~le're 0els g
iﬁ 0888
L -1%0°GE 0°BYY} g
= -1%9°22 0"¥a% _a
e ~{§r°EE 0°0E2T
P -186°49 0" 2EET
~129°07 10'BIED | g
~130'vL 8°06HT b
L l-.u_
CL— -1%0'8! D'86ST —g
_ AORPRIPEey
)
==
[
[

: NH-C-NHC-OCH

6

4

100,06

4000.0

N-fenil-N’-etoxicarboniltioureido.

133

GABRIELA MARTINEZ ZAPIEN.

TESIS




ESPECTROS.

P
1‘ }
NH-CNHCOCH, CH; g
s O ]
RE &
- w18
| | I |
' =
TR T T (OO T TR T T O
1.8 1.5 7.4 7.3 1.2em 1
= . ~4 3 —
wy n
2 s NF—
Dl ‘ﬁi
k k ) A

.

—_—
7.3 3.0 9.1 20.3 2.8

Espectro de ! H RMN del compuesto N-fenil-N’-etoxicarboniltioureido.

@HH'{E‘NH‘?{)CH;Q&
s o]
- L L
12 10 B 6 4 2 PPH 0

Espectro de | H RMN del compuesto N-fenil-N’-etoxicarboniltioureido + D,0.

— B e
TESIS -7 GABRIELA MARTINEZ ZAPIEN 134




'NAIVZ ZANLLIVIN VTINEVD SISdL

§¢1

‘OPI2INOY{IU0GIBIIX0}e- N-[1UdJ-N 03sandwio)) [9P Dg 9P onoadsyg

Hdd 02 114 08 0 oot Iet 1l e 0at
—-__h_n—h-__-m_hpn-___m.__ﬂ__u_.____-mnp-_—_,_—____—.___—u___-__-__—_—m_-_-—__—_h__—__rl—-—L
e aferbigft st :— i e v TR fepe e o o
_L_f.. x 4 8
1 h
LEL ahg . . g
Nas ;
§
1
%3
? 1

124,043

m_._uuzu.o.u._._z.u.zz/©

L SONLISH




_NTIVZ ZANLLAVIN VISNEVD _ e —

o¢l

oZE DOoE [=1:%4 ooz orZ azZz o0z cet o9T oPT 0T

QoL
._______._____._.__v_“.___._.&__.__#.
T —- -—n L -——— —
9TE saT _ ___ ___
LLT TET :-.

S6T

e

£fYAR

SRHE

? i

£HOTHD-O-3-HN-D-HN
@ “ 0ot

~ ROULIASN




ESPECTROS

e
g
-1%0°30 '0°EES
k — &
= ~i58°08 9°%i9
e 0BG GRS
e RS 0L -
Qm
I s g

%— -15E°2L el

—-—ﬁm—

e -I9'E 00N

-1%1'vE 07T

SO =

-1%9'€e L2801 _§

e T

I O 8

a
d

It
&

I
s

ct : “NH-C-NHC-OCH

1 1 l
3000 2900 2000.0

107
4000.0

2.0

Itioureido.

Ot i
1

N-(3-clorofenil)-N’-etoxicarbon

137

GABRIELA MARTINEZ ZAPIEN.

TESIS



ESPECTROS.

o o aEEiiromm 8

B i l ,I | m 1”, 'il :

| k \' | i\ i:\ﬁ ?gi!- i ’
D i

et e, A P T o SR e | T e——
r.86 7.83 ppa 7.48 7.44 7.40 7.3 7.32 ppm 4.24 pps
ICL
a HH‘?NH'('IOCH;Q'I;
s 0

T T T T T T - A L T T T
11 10 H B 7 § 5 a 3 H i ppm
—_—— [ [ [ et
4.6 3.3t .50 1.3
T.i8 2.42 3.4

Espectro de "H RMN del compuesto N-(3-clorofenil)-N’-etoxicarboniltioureido.

/\.
(~ ;
a” m-t-(l:-N\-tCI-DCEhO'h
s O
ad
1
. ys
2 ~1 )
i3 .
RS z z
- N H I
s . 2

e 4 M AU AN st
DR T T p—— e T SR S e eyt

T — T T
130 160 140 120 100 an &0 40 20 pne

Especiro de }*C RMN del compuesto N—(3-clorofenil)—N’—etoxicarboniltioureido.
138

L pm—




: 1S3L
6€l ‘NAIdVZ ZANIDIVIN VA9V D S

*0pI2INON[IU0QIBITX0)2- N-(JIUSJOIO0[9-€)-N oisondwiod [9p 1dV 04199dsg

123005—
138,084

1152 —

12580

13254
138,486
170854

SOMLIN




OPI2INON]IUOQEINIX01R- N-([1U9§0I0[0-€)-N 01sandwod [ap seseN op o011dadsy

/U

@0c @8z @as2 ave eaz P8l 03! 2kl @2l P01 @8 99 ep
. 1 i ! 1 ._. .__ r‘_._ﬂ_\ L .;___.ﬂ_i _‘_ ___ ?‘_ *__”;_ T __;ws_.__.d__mﬂé T ____:. .;.____“_...h._,—___r x_,____ o =_ f

ez 112 ¢l ‘ | Y
il
gst’
52 &31
e2v
fvu_.nxvutz.uton
85

5

-ec

B2

-av

- @S

- @9

- @4

- @8

SOULNGST




0001
1

14

: 0" 00!
g_ma oovt o009t 0081 0 o—aom 005 00oE 005e oor

| ! | | I ] ] | .
0°0
= &8 05
£ = 2 i
v h ey b LITRN - ur
| 0 # £ L) m HOTHOO- D HN-DHN 5 @
.m s = n._m 2 : =
' ks m- i~ i & .. 2 p~
4 4 o T :
- # w- m_u m m:v_n -0E
10 w w
P = =
- =) Py I..Ov
W 2 » -
[=r) . 3]
2, 8 g N R
23 B . h R " i
] o3
PR~ S 09
. _ % (
-4
re 1
H.Vn. 0L
=
# 8
5 g S 08
> =
o
=
" 06
]

SRS  _ RO LIS




ESPECTROS

&
-
GT_‘\ %
=
k\’_ﬁ‘mu-f.l-:uml:<3cnc,¢:|4, :.
s o -
=
o
|
=3 a8 fm
- o
> N
U N l LAL T LN -
. ——r— — 3 " I v — i s e B At o —r
12 10 a 6 4 2 PPM 1]
| IE— ] e it | N——
23.3 53.9 ®.5 5.6

Espectro de 'H RMN del compuesto N-(4-clorofenil)-N’-etoxicarboniltioureido.

w
9
- o]
w i~
Q "1.3 ¢
oL 7
N&?—NK?OOQOQ "
L
(= @
286
~ e
) .
=
g g i
= o ’
i L; |
o
| g 2
- -
U
11,8 1.4 PPR §5.2 1.7 1.8

Espectro de 'H RMN del compuesto N—(4-clorofenil)-N’-etoxicarbonilti oureido.

T.5144
~T.48{1

7.4918

;

7.4861 .

A

1.5 ¢PN

— 4,32

— 4,252

— 4.2569

-4, 2213

By

J

.

A% 4,30 4,25 PRadD

— 11,7564

—1.32b8

—1.2853

TESIS

GABRIELA MARTINEZ ZAPIEN




34!

‘NAIdVZ ZANILYYA VTATIEYD _ SISHL

‘0pIaInon[Iuogiedrxoye- N -({1usjoIop )-N o1sandwod 19p NI D¢ 2P 0410adsq

0 Wdd 02 I 09 08 oot 0eT g1 0qt EE 00z (22
___:_._:____._._:__:.__.:__...___:__...:._._________.:______.._.:L:.__.:._.._. NETERETRINRETARNNE RN
. ! |
5N 4 u
m_ "
: i
nmu _
2 1 h_
£HDIZHD-O-O-HN-D-H Z/@/ <,
1> g

SO fdat]




144! 'NAAVZ ZANLLIVIA VTIrdgvD SISA.L

*OPIINOT}1I0QIBITX030- N-([1U}0I0[0-)-N 0jsandwod [9p LdAd oavedsy

? 3

EHOPHD-O-D-HN-D-HN
” ~ND

SO AN




94!

‘NAIIVZ ZINLLIVIN VTIRIEVO

SISAL

-OPI2INOY[IUOGIBIIX01R- N-(]1USJ0I0[9-1)-N o1sandwod 19p [JAd ondadsy

Hdd 01 v 2] 08 0t I et
_____..____.-_.._,—.____.rb_r_____._.__.__._I_r.____..m___.u____.__—.___l._|_.
SNORYYT QILYNOL0H T
heand o j}almlll-lh“n.?l- -, h + o - ool v k - ik d sl
SHOTHY] K
SNOEHY 2HY

1430

2 1

£HDPHDO-D-HN-D-HN
H ~D

$ o

SHOBHYD EHD

SO 8




ovL___NAIdVZ ZANULNVIN VITNEVD _sisal

- OPIBINON[IN0GIEIIX033- N-([IU9J0I0[d-p)-N 0sanduiod [dp SESEIN 2P onoadsg

P2 i
8ot 414 88¢ gbe @ce 222 281 B Bri gc! &W_ &_m G_u &.v

! _ ! . T 4 L T _ d . ..__ﬁ: ___ ™ __ b __ ___._ i ______._ __ ..___ T _v_ ™ .,____: W __.31#_ i ﬂ___ L LA a

| seg 112 \ : )

\ cB! o ;oer La

£62 mn\ es

&b gz

esl
- Bt

143

- @b

- @s

531

/el

- @8

? 3

EHOFHD-O-DHN-D-HN _zat
0L
o]

SOUEDASH




ESPECTROS

Db HA -

-2 ‘029

-i%B 03 't
~13E'5. 028
~1%°TL 4'reB
~155°83 0'8%8
L0: 0t i  pelt
%ﬁ—— ~IE'E5 092
_— l:s'i l'la‘a-
-—
e
——— ~1%0°¥E 02T
Toaia Srg e
— i
rwpin A
=
o
]
V=0
b
z
Q:iﬂ
xr
4
(V] (9
~1%9°88 9°ER0E

= -J4E'YF 0°09IE

i
»0

o1

N-(3,4-diclorofenil)-N’-etoxicarboniltioureido.

147

GABRIELA MARTINEZ ZAPIEN.

TESIS




ESPECTROS -

0 3
a NHCNHCOCH; CHy
s 0
ol
=t 2.
R
—
o
2 g -
L L .
I T T T T L T T T T R A I I T RO T NN NI B B (] LI R L I R R T I B |
12 10 8 5 2 PN
P B W | —_— [P —
15.0 15.6 13,0 3z 32.6 a7

Espectro de ! H RMN del compuesto N-(3,4 -diclorofenil)-N’-etoxicarboniltioureido.

a
0L
a NH-CNHC-OCH CHy

5 O

L. S

T T Ty LA B S

LIS L BB B N kel et M ¢ R S S S S S S B S B B S S 2 S B S S S B B B B B S B

v T o e
12 10 8 B 4 2 PPu

Espectro de ' H RMN del compuesto N-(3,4 -diclorofenil)-N’-etoxicarbonilttoureido + D,0.

W
TESIS GABRIELA MARTINEZ ZAPIEN 148




6% 1 ‘NAIdVZ ZANILIVIA VTIIEVO SISHL

'0PI2JNON[IUOGIBIX013- N~([1UJOIO[OIP-°E)-N 01sandwiod [3p D¢ 3p 0Ndadsy

Wdd 02 12 I3 11} 11} 1= FT st 081
_._.__rt____.u_—__.__.__._*______._u______—___,m_h_.__.__ﬁ__________.__.W_F_______.__.___
3 | & \
N !
aMMM4 : | 2
LR ¥
J ;
“_f,,
hul
Rgd
g ;
¢
: : !
il
Iy
? 1
EHOZHD-0-O-HN-D-HN > 5

SORLEDHASL




ost__ NAIGVZ ZANITAVIN VIANEVD

z
@St @rE @2€ @9 @87 @92 ez @22
A R S N S R P
L_ ___;:. _.___ ____
Sz ]
612
| €el @9
162 .
SIf !
8ot - OE
- b
a6
£BZ - 29
’ l&R
191 .
| 28
? 3
nIU.«!U.O.U.IZ.U.IZ/@.U - 66
0
oo

262

SOULIHASH




* VEPRCIRQOS

-15v°09 9°H19
-i%,°89 ‘0°268

~1%r°@L 0°0GL
tﬂﬂ_m“’ agu:
- e =%/ 09y 88 g8

-13719 0’86

-1%3°G2 '0°900F

-158°93 10°290%

-IX9°€G D°VEN
~1%v°€9 '0; 02}

B

: NH-C-NH

-15b 2 C'2BIE
-1%°76 07 082E
~136°6E 0'VE¥E

W‘ )
g_,:—’rmrﬁam
== -(373C VREYy -oror

|
2500

1
000

{
BN

70
50
[+ g
i
30
m..l

1077

4000.0

0.0

‘Espectro de IR del co

51

-1

“GABRIELA MARTINEZ ZAPIEN.

TESIS ..




ESFECTROS.

QL

NH'(":'Nl'iz
5 =nz
s
1
|
3 »l\l -/12 :
: T ok =
il Ik |

S
\

1.4%0

L R R
10.15% ppo

Bl ML -

T T T T 7 B it e Bt g

T T T T
10 L] 3 ? 3 S a 3 2 Ppm

Espectro de 'H RMN del compuesto N-feniltiourea.

3. 190

—7.454

0. 457
w— ———_~-7.21%
———— Ll Dy 1 1

i'l : oz
- I - 3
. ] -
: [
li HEE
i sl e
}

—7.m

- —— —~7.264

——— e J L 308

R

———
T T

v T ¥ T
7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 ppm

Espectro de 'H RMN del compuesto N-feniltiourea.

GABRIELA MARTINEZ ZAPIEN 152

TESIS




FSILCTROS.

O

NH-CNH,

—31.7%)
;
—38.235

f“"”
\_!ﬂ 52

[ J
: 2 ?l
200 i w0 166 tan ' o 100 ' 80 ' sd ' aw ppo
Espectro de 3C RMN del compuesto N-feniltiourea.
R
USRI A l . S, B
1 I -
NH-CNH,
O S O
z2n 2008 180 160 140 120 10a a0 60 40 20 Q ppm

Espectro de APT del compuesto N-feniltiourea.

TESIS B GABRIELA MARTINEZ ZAPIEN 153




psl_ NAIdVZ ZANUWVINVIINEYD . E—— B -2

‘garnonTus]-N o1sandwiod [ap sesejy op onjoadsy

Zsu
gaz2 @Bl ©val Bal @al acl
1 . L L 1 L 1 . 1 N ]

Brl gt B2l @il 1%0%] | B6 a8 Be v B8s
] N PP | . N —l PR SPUN SR .:_LIG
IR

) vo
39 &9

X4
r BE

A

- 25
8ll
- B
r B

- 88

ﬂ - 86

|
Z X ’
HN U.IZ/@ EE ﬁ
P BEt
st

SOUL IS




HEPECTROS

R T veng 0705

-155788 ltUers

2L Y0°0R
- 9 089 enege 0.
<

A I

1216 07928
_- t » :D'
T e o

NGB 0'EGRT
R T

— -i29r _-‘G‘?aﬂ
~IET0Y LToUY
st oo
_E_____El'———:injﬁ?g::ﬂ’fsiﬁsgg

preraoY
o~
-
<
\I;——m_
-1X6°26 ‘0'B0ie =
(W]

- 159768 0TeERE

-RTE2 TIRE

i 0 4 i R L

-8 0FRE

N0

3800

100.0—

4000.0

O

Espectro de IR del compuesto N-(3-clorofenil)tiourea

" GABRIELA MARTINEZ ZAPIEN.

TESIS




ESPECTROS,

ppa

Espectro de tH RMN del compuesto N-(3 -clorofemitiuorea.

3 iz o : “Nmn:-NHz
] n §
| 4
] \ ;
\ ' i NIt
J I
ORI g e ag | ' !i { 2
10.00 9.85 9.70 ppm ! ;I‘\ _]
B 1]~
Aol
\H il
il
m’t'
i
‘ i
[ | S
8.2 ‘ a0 ‘H_M_;:a I 706 I 7.4 7.2 i 70 l stau m;n

Espectro de 'H RMN del compuesto N-(3 -clorofenil)tivorea.

TESIS GABRIELA MARTINEZ ZAPIEN 156




FSPECTROS

Espectro de '3 C RMN del compuesto N-(3-clorofenil)tiourea.

Q;

z

A

Z

XI

[

1man
.00z
1roa2y

149 818
123.rar

13T 462

Ml b o Wb

170 e o e -

Espectro de ¥ C RMN del compuesto N-(3-clorofenil)tiourea.

TESIS GABRIELA MARTINEZ ZAPIEN

157




8¢l NAIVZ ZANLIMVIN VIHINEVO

‘2aINOT(J1U9J0I0[0-€)-N 01sandwiod [ap SBSBN 2p oxoadsyg

QOE [» 3 : 3 o ore oz ooz o8T 09 L OoDPT oZT o001t o8 o
w___—__._._.____m_up___._.._. b
:.:::‘_ T™TNT -.m.— iH| a T
’ TS T
coT QOT
t SS9
* SS9 T
reT
ExE€L
S L
ST
-t
i
ZHN-DO-HN o]
- ser % 00T

BOMEDAS




p— i

e AR 0918
“E°Ye %7969
. -la'g 0'rI0t
- B BB
~15¥'00 0'F9TF
-1%°98 o' .
el S o o0es

-1%6°65 ‘0°20%}

ARSI

SARE PR

< -i%1°6L 070861

e G0

4000.0

o4

__Es‘pectro_cl_c IR del compuesto N

(4-clorofenil)tiourea.

159

GABRIELA MARTINEZ ZAPIEN,

TESS




ESPECTROS.

s d23 s 33
ara 332 22

-E'-.;"-. t
! l

LTS
7.34)

/i
i,

T

L il e i S K it e e M S e
¥.54 7.50 7.46 7.42 7.38 7.34 7.30 ppn

5]

—3.A0

R} [

" . S 1 e T L T 2 T T R R e SR R o BT ot St Sl s ST Nl By
Ll 10 g a 7 [ 5 4 a F4 ppm

FERTIT
(% 1.} 2.41
12

Espectro de 'H RMN del compuesto N-{4-clorofenii)tiourea.

Nl-l-(li‘.-NHz
S - a -~ - e
E |
:;\ j
: 1F

;é

2£|D T IB'(I l I léﬂ T 1:10 ‘ 120 11:”2; a0
Espectro de 1*C RMN del compuesto N-feniltiourea.

W
TESIS GABRIELA MARTINEZ ZAPIEN 160




191 ‘NAIAVZ ZANILYVIN VTITdgvO

SISAL

‘B2INON(J1U}010[0-)-N Swosmaou 1°P NINY D¢ 00adsg

e, D&, . S e o oot A AT AP L —
iy
1
3
I g
e\ B
_m E CHN-D-HN

D

CONOME LR




‘NAIAVZ ZANLLIVIA VTIIIEvD SISH.L

* 1 =~ 1-N 01Sanduio?d 9P AP 04192AS
wdd i} S@O.ﬁzo_uﬂ —WQQ&WMO_O ._W Z M._: 0zt — ﬁaw_w% cmuq 08y m— 002 nzz

O IO AN SR E N ATE AT WU ST TSN U (U IV SUR S U J WOrS T 0 PO B SNV A S S T T N O R YO S SO S S 0 N 0 S S OSSR N S W VI ) DY [

(4!

3

- -
~ ~
i s to
w e
g r
- -~

—
~
[
o
w
@

BIZ BET
3T 19t

539 gg
£vgTeE—
72z 6E—
QiLrge—
£507 0%
SEE QP —

z f
D

SOHTIHAST -




£91 ‘NHIAVZ ZANILYVIN VTENEVD . . SISHL

BINOTY(JIUSJ0I0[I-1)-N 03sanduiod [9p SeseJA 9p onoadsg

[+7a} [+X:- ¥4 o2z orz Qzz 00T OBT oo T opT DZT [+F+ 1 8 [e] -] [+
___F______._._.~_*_“._._—_,_“._.H._ﬁ_______.______l_u
+ ..A...:.._. i i | R e R T TR T L m__ -
_ ant e T
T
L.ST T
SoT
S8T
e
LZT
AN E
S
z |
zz.u-zz/©/
D
- —
&L % 00T

SOULDHASH




91 ‘NAIAVZ ZANLLIVIA VTITE VD _ SISHL

“B2INOTY([TUSJOIO[IP-H°€)-N 035andUIOd [P Y| 3P onodadsyg
40

I8 i

=
z
U=
=
z

I T

® =]

-1%L°Ey 17059
-isy'er BE

~133°15 "85
-120°76 D€V

-158° 6 0°20L8

S —

SOH.LYe8!




S e NEIVZ ZANIEMVIN Y TATHAVD , —— e —— A

‘BOINON([TUSJOIO[IIP-H°E)-N 01sandwod [9p SeseA op onoadsyg

=g ¥ A |
| = == 2L 2 BaAsI AT =

T |

S o . —— P 1

SOULY 1S




